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Nach wie vor gehören Herz- und Kreislauferkrankungen in allen industrialisierten Ländern 
zu den wichtigsten Krankheits- und Todesursachen. Zumeist liegen diesen Erkrankungen 
atherosklerotische Veränderungen der Gefäßwand zugrunde (Lüscher et al., 1996; Tanner 
et al., 1999). Die zellulären und molekularen Mechanismen der Entstehung einer Athe-
rosklerose sind erst teilweise aufgeklärt. Die Kenntnis dieser Mechanismen ist jedoch für 
eine wirksame und ursachenorientierte Therapie dieser Erkrankungen unabdingbar. Die 
vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Grundlagenforschung auf diesem Gebiet leisten. 
Die selben Mechanismen, die den Blutaustritt nach einer Gefäßverletzung verhindern, kön-
nen auch für die Entstehung von thrombotischen und atherosklerotischen Gefäßerkrankun-
gen verantwortlich sein (Rabbani & Loscalzo, 1994; Tanaka & Sueishi, 1993; Thompson & 
Smith, 1989). So weisen sowohl Thrombose als auch Atherosklerose in ihrer Entstehung 
und ihrem Verlauf Merkmale der physiologischen Hämostase und Gefäßreparation auf. Die 
Atherosklerose führt im intakten Gefäß zum Umbau der Gefäßwandstruktur und 
-architektur. Dies wird auch als „Remodeling“ bezeichnet. Im weiteren Verlauf der Erkran-
kung kommt es zur Einengung des Gefäßlumens mit Stenosebildung und nachfolgenden 
organspezifischen Komplikationen durch Minderdurchblutung, die mit einem erhöhten 
thrombotischen Potential einhergehen. Als eine Behandlung des akuten Koronarsyndroms 
mit thrombotischem Gefäßverschluss hat sich die perkutane transluminale Angioplastie 
(PTA) bewährt. Jedoch entwickelt sich bei 30-40 % der Patienten ca. 3-6 Monate nach er-
folgter Ballonkatheterdilatation eine Restenose (Bauters et al., 1992; Hamon et al., 1995; 
Hombach et al., 1995). Der Prozess der Restenose nach Angioplastie ist das Ergebnis von 
komplexen Interaktionen wie Thrombozytenanhäufung, Thrombenbildung, Freisetzung von 
chemotaktischen, vasoaktiven und mitogenen Faktoren, Migration und Proliferation von 
Gefäßmuskelzellen, Zellinfiltration, verstärkte Bildung extrazellulärer Matrix und vaskulä-
res Remodeling. Die auf das Trauma folgende, sofortige Thrombozytenadhäsion und 
-aktivierung führt zur Freisetzung verschiedener Mediatoren aus den Thrombozyten 
(Kinlough-Rathbone et al., 1983; Wilentz et al., 1987). Die freigesetzten Mediatoren, ins-
besondere der Plättchenwachstumsfaktor (platelet derived growth factor, PDGF) (Ferns et 




Orth, 1983), lösen chemotaktische und proliferationsfördernde Effekte in Muskelzellen aus. 
Das charakteristische Merkmal der Restenose nach PTA ist eine Intimahyperplasie. Die 
zelluläre Hauptkomponente der Neointima stellen die glatten Muskelzellen (SMC) der Ge-
fäßwand dar (Clagett et al., 1986). Neben diesen Muskelzellen wurden auch Makrophagen 
und T-Zellen (Jonasson et al., 1986) in den Läsionen nachgewiesen. Diese Zellproliferation 
ist eine allgemeine Antwort der Gefäßwand auf eine Schädigung. Die Muskelzellen prolife-
rieren aber nicht nur, sondern ändern auch ihren Phänotyp: so treten die kontraktilen Fila-
mente zurück (Manderson et al., 1989); die Zellen dieses „synthetisierenden Phänotyps“, 
sowie Endothelzellen und Fibroblasten produzieren vermehrt Extrazellularmatrix (Hamon 
et al., 1995). Neben der Proliferation findet auch eine Migration der Muskelzellen aus der 
Media in die Intima statt. Dies führt zur Ausbildung einer Neointima (Schwartz et al., 
1995). 
Thrombin ist an der Neointimabildung entscheidend beteiligt. Der Verlust der athromboge-
nen Eigenschaften der Gefäßwand nach einer Endothelschädigung und die nachfolgenden 
zellulären und molekularen Prozesse, die letztlich zur Migration und Proliferation der glat-
ten Muskelzellen führen, schließen auch thrombinvermittelte zelluläre Reaktionen ein. Der 
Thrombinrezeptor wird in atherosklerotischen Läsionen in großem Umfang exprimiert 
(Nelken et al., 1992). Dies ist ein Hinweis darauf, dass Thrombin zu inflammatorischen und 
proliferativen Veränderungen der Gefäßwand beitragen kann, welche zur Atherogenese 
führen. Außerdem konnte gezeigt werden, dass in normalen Arterien der Thrombinrezeptor 
hauptsächlich in der Endothelzellschicht exprimiert wird, wohingegen PAR-1 im humanen 
Atherom vorwiegend in Gebieten, die reich an Makrophagen und SMC sind, nachweisbar 
ist (Nelken et al., 1992). Die mechanische Wandschädigung arterieller Gefäße führt zu ei-
ner verstärkten Expression des Thrombinrezeptorgens (Coughlin et al., 1992). Dies wird 
durch die Beobachtung unterstrichen, dass eine vermehrte Thrombinrezeptor-mRNA-
Bildung sechs Stunden nach Ballonkatheter-Angioplastie bei glatten Muskelzellen der Ge-
fäßmedia von Ratten auftritt (Wilcox et al., 1994). Weitere Befunde zeigten, dass sich nach 
einer mechanisch induzierten Gefäßschädigung lokal die Konzentration von Thrombin er-




oplastie durch die Behandlung mit einem Antagonisten gegen den Thrombinrezeptor 
PAR-1 gehemmt werden (Andrade-Gordon et al., 2001). 
Thrombin, das Schlüsselenzym der Gerinnungskaskade, besitzt sowohl enzymatische als 
auch hormonartige Eigenschaften (Dery et al., 1998). Es wird bei Schädigung von Gefäß-
wänden durch den extrinsischen Weg der Blutgerinnung gebildet und entsteht überwiegend 
an der Oberfläche zirkulierender Blutplättchen nach proteolytischer Aktivierung aus dem 
Prothrombokinasekomplex. Die primäre Aufgabe des Thrombins besteht darin, lösliches 
Fibrinogen in unlösliche Fibrinmonomere umzuwandeln. Gleichzeitig können auch zirku-
lierende Thrombozyten aktiviert werden, die mit der Fibrinmatrix das Blutgerinnsel bilden. 
Dieses inkorporiert auch proteolytisch aktives Thrombin und schützt es damit vor löslichen 
Plasmainhibitoren. Während der Thrombolyse wird das Blutgerinnsel durch fibrinolytische 
Enzyme aufgelöst, wobei aktives Thrombin freigesetzt wird. Die zellulären Effekte von 
Thrombin sind nicht nur auf Thrombozyten beschränkt, sondern lassen sich auch bei ande-
ren Zellen nachweisen (Dery et al., 1998). So reguliert Thrombin inflammatorische Prozes-
se in Leukozyten und Makrophagen (Bar-Shavit et al., 1992) und kann mitogene Effekte in 
Lymphozyten (Naldini et al., 1993), mesenchymalen Zellen (Clohisy et al., 1990), Fibro-
blasten (Kahan et al., 1992) und glatten Muskelzellen (Graham & Alexander, 1990) auslö-
sen (Macfarlane et al., 2001). Demzufolge trägt die Wachstumsstimulation durch Thrombin 
während Wundheilung, inflammatorischen Prozessen oder Infektionen mit zur Pathogenese 
von Atherosklerose, Vaskulitis und Hyperplasie nach Gefäßwandverletzungen bei. 
1.1 Thrombinstruktur 
Mit der 1989 erstmals von Bode et al. durchgeführten Röntgenkristallstrukturanalyse des 
humanen α-Thrombins wurden grundsätzliche strukturelle Eigenschaften des Thrombins 
aufgeklärt (Bode et al., 1989). Das aktive α-Thrombin besteht aus zwei durch eine Disul-
fidbrücke kovalent verbundenen Polypeptidketten, der (beim Menschen) 36 Aminosäuren 
(AS) langen A-Kette und der 259 AS langen B-Kette (Degen et al., 1983). Das globuläre α-
Thrombin ist ein ellipsoides Molekül, an dessen „Vorderseite“ sich eine tiefe canyonartige 
Spalte („active-site cleft“) mit den katalytisch aktiven Aminosäuren befindet. Durch diese 




für makromolekulare Substrate zugänglich. Dies trägt mit zu der besonderen Spezifität des 
α-Thrombins bei. Die spezielle räumliche Anordnung der Aminosäuren verleiht dem 
Thrombin außergewöhnliche elektrostatische Eigenschaften (Bode et al., 1992; Karshikov 
& Bode, 1993). Seine A- und B-Ketten besitzen eine besonders große Zahl ionisierbarer 
Gruppen, die nicht statisch über die gesamte Oberfläche verteilt, sondern zu Ladungs-
clustern zusammengefasst sind. Diese Ladungsverteilung im Thrombinmolekül führt zu 
besonders hohen positiven bzw. negativen elektrostatischen Feldstärken an und außerhalb 
der Moleküloberfläche des Thrombins. Ein Bereich besonders hoher positiver Ladungs-
dichte wird als „Anionen-Bindungsregion“ I (anion binding exosite) oder auch „Fibrino-
gen-Erkennungsregion“ bezeichnet. Über diese "anion binding exosite" bindet Thrombin 
spezifisch an negativ geladene Sequenzen und über die katalytische Region entfaltet es 
seine proteolytische Aktivität, welche für die beobachteten zellulären Effekte benötigt wird 
(Glenn et al., 1980; van Obberghen-Schilling et al., 1985; Bode et al., 1989; 1992; Cough-
lin, 2000; Macfarlane et al., 2001). 
1.2 Thrombinrezeptor 
Thrombin gehört zur Familie der multifunktionellen Serinproteasen (Dery et al., 1998). Es 
aktiviert seine Rezeptoren durch enzymatische Spaltung. Diese werden daher als Protease-
aktivierte-Rezeptoren (PAR’s) bezeichnet. 1991 wurde der erste PAR kloniert (Rasmussen 
et al., 1991; Vu et al., 1991a). Inzwischen sind vier Subtypen bekannt: PAR-1, PAR-2, 
PAR-3 und PAR-4 (Vu et al., 1991a; Nystedt et al., 1994; Ishihara et al., 1997; Xu et al., 
1998). Nur PAR-2 wird nicht durch Thrombin, sondern durch Trypsin aktiviert. Der bovine 
Thrombinrezeptor wurde 1996 kloniert (Ma et al., 1996). 
Nachdem Thrombin über die "anion binding exosite" an PAR-1 gebunden hat, wird dieser 
im aminoterminalen Bereich zwischen der Position Arginin-41 und Serin-42 gespalten. 
Dadurch entsteht ein neuer Aminoterminus, beginnend mit der Sequenz SFLLRN, der als 
"tethered ligand" fungiert (Vu et al., 1991b). Dies macht den Thrombinrezeptor einzigartig, 
da sich sein eigentlicher Ligand im Rezeptormolekül selbst befindet. Synthetische Peptide, 
die dem neuen Aminoterminus des gespaltenen Thrombinrezeptors entsprechen, können 




Aktivitätsanalysen der Thrombin-Rezeptor aktivierenden Peptide (TRAP) zeigten, dass ein 
Minimum von fünf Aminosäuren (Ser-Phe-Leu-Leu-Arg) für die volle Aktivität des huma-
nen Thrombinrezeptors benötigt wird (Vouret-Craviari et al., 1992; Vassallo et al., 1992; 
Scarborough et al., 1992; Chao et al., 1992; van Obberghen Schilling et al., 1993). Der 
PAR-1 gehört zur großen Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und ist mit einer 
Vielzahl von zellulären pathways, wie Aktivierung von heterotrimeren G-Proteinen, Prote-
in-Tyrosinkinasen und monomeren G-Proteinen, Hydrolyse von Phosphoinositiden und 
Calcium-Mobilisierung verbunden (Grand et al., 1996; Macfarlane et al., 2001). G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCR) weisen keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivität auf. Mit-
glieder dieser Rezeptorenklasse besitzen die Fähigkeit, durch Kopplung an heterotrimere 
Guanin-Nukleotid bindende regulatorische Proteine (G-Proteine) ihre Signale in das Innere 
der Zelle weiterzuleiten. GPCR sind durch eine typische tertiäre Struktur gekennzeichnet. 
Sie bilden sieben transmembranale Helices, die durch extra-und intrazelluläre Schleifen 
verbunden sind. Die Kopplung der G-Proteine erfolgt an der Innenseite der Membran 
(Abb. 1). 
Abb. 1: Thrombin-Rezeptor PAR-1 in ruhendem und aktiviertem Zustand (d.h. durch 
























1.3 Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
1.3.1 G-Proteine 
Die G-Proteine bestehen aus drei heterologen Untereinheiten (α, β und γ), die nur im inak-
tiven Zustand, d.h. im GDP-gebundenen Zustand, assoziiert vorliegen. Die Kopplung des 
Liganden an den Rezeptor führt zu einer nicht kovalenten Interaktion zwischen Rezeptor 
und G-Protein. Dadurch katalysiert der Rezeptor den Austausch von GTP gegen gebunde-
nes GDP an der α-Untereinheit des G-Proteins. Daraufhin dissoziiert die α-Untereinheit 
von dem stabilen β-γ-Dimer ab. Sowohl die α-Untereinheit als auch die β-γ-Untereinheit 
können nun verschiedene Signale in der Zelle weiterleiten. Die α-Untereinheiten der G-
Proteine werden, auf Sequenzähnlichkeiten beruhend, in die vier Strukturfamilien Gs, Gi, 
Gq und G12/13 eingeteilt (Harden et al., 2001; Neves et al., 2002). Die G-Proteine der Gs-
Familie sind Cholera-Toxin-Substrate und stimulieren die Adenylatzyklase, Ca2+-Kanäle 
und möglicherweise auch andere Kanäle. Die Gi-Familie ist die größte Gruppe der α-
Untereinheiten. Die Gi-Proteine sind durch Pertussis-Toxin (PTX) inaktivierbar und hem-
men in der Regel die Adenylatzyklase. Die Gq-Familie ist Cholera-Toxin- und PTX-
insensitiv und enthält die G-Protein-Regulatoren der Phospholipase C-β-Isoenzyme (PLC-
β). Die Komplexität der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion wird noch gesteigert 
durch die Existenz von verschiedenen Genen, die für β- und γ-Untereinheiten kodieren. So 
sind derzeit sechs G-Protein-β-Untereinheiten und elf G-Protein-γ-Untereinheiten bekannt 
und die meisten Kombinationen dieser β- und γ-Untereinheiten ergeben funktionelle Dime-
re (Clapham & Neer, 1997, 1993; Gilman, 1995; Post & Brown, 1996; Neves et al., 2002). 
1.3.2 G-Protein-regulierte Effektorproteine 
Aktivierte G-Proteine geben das Signal an eine Vielzahl von nachgeschalteten Effektormo-
lekülen weiter. Zu diesen gehören unter anderem die Adenylatzyklase, Phosphodiesterasen, 
Phospholipasen, Ionen-Kanäle, die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K), Serin-Threonin-
Proteinkinasen und –Phosphatasen, Rezeptor- und Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen und 
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (guanine nucleotide exchange factors; GEFs) für 




Die Adenylatzyklase z.B. katalysiert die Bildung von 3‘-5‘-zyklischem AMP (cAMP) aus 
ATP. Die meisten der zellulären Effekte von cAMP werden durch die cAMP-abhängige 
Proteinkinase A (PKA) vermittelt (Bornfeldt & Krebs, 1999). Die Adenylatzyklase kann 
durch die aktivierte α-Untereinheit der Gs-Proteine, Ca2+/Calmodulin, die Proteinkinase C 
(PKC) oder die β-γ-Untereinheiten der G-Proteine aktiviert werden (Iyengar, 1993; Taussig 
& Gilman, 1995; Neves et al., 2002). Auch das Diterpen Forskolin ist in der Lage, die Ade-
nylatzyklase zu aktivieren, indem es direkt, d.h. ohne Interaktion mit exogenen Rezeptoren, 
am katalytischen Zentrum der Adenylatzyklase angreift. Durch die α-Untereinheiten der 
Gi-Proteine, Ca2+ oder durch β-γ-Untereinheiten kann sie inaktiviert werden. 
Eine Aktivierung der Phospholipase C führt zur Bildung von Inositol-1,4,5-trisphosphat 
(IP3) und Diacylglycerol (DAG) als sofortige duale second messengers und zur Mobilisie-
rung von Ca2+ sowie zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) als zweites Paar von Bo-
tenmolekülen (Berridge & Irvine, 1989; Michell, 1989; Neves et al., 2002). Diese beiden 
second messenger-Arten fördern ihrerseits wieder eine Reihe von biochemischen Reaktio-
nen, welche die Aktivierung anderer second messenger pathways einschließt. Durch diese 
können z.B. die Phospholipase A2 oder Phospholipase D aktiviert werden. 
Interessanterweise konnte für Gαq und Gα12/13 aber nicht für Gαi eine Aktivierung von 
Rho-abhängigen Signaltransduktionswegen gezeigt werden (Mao et al., 1998). 
Von PAR-1 ist bekannt, dass es sowohl an Gαq, welches die Phospholipase C-β aktiviert 
(Brass, 1995), an Gαi, welches die Adenylatzyklase inhibiert (Hung et al., 1992), als auch 
an Gα12/13, gekoppelt sein kann (Grand et al., 1996; Aragay et al., 1995; Majumdar et al., 
1999; Macfarlane et al., 2001; Hollenberg & Compton, 2002). Die Signaltransduktion über 
PAR-2, PAR-3 und PAR-4 erfolgt über bisher noch nicht charakterisierte G-Proteine 




Abb. 2: GPCR-Effektorproteine (Marinissen & Gutkind, 2001) 
Verschiedene Moleküle, die in der Signaltransduktion von Rezeptortyrosinkinasen eine 
wichtige Rolle spielen, werden auch durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die keine 
intrinsische Tyrosinkinaseaktivität besitzen, aktiviert. Dazu gehört auch das niedrig-
molekulare G-Protein Ras, welches eine zentrale Funktion in der Induktion der Mitogenese 
durch Tyrosinkinaserezeptoren, z.B. des epidermalen Wachstumsfaktors (epidermal growth 
factor; EGF) ausübt. In seinem aktiven, GTP-gebundenen Zustand, aktiviert Ras die Se-
rin/Threonin-Kinase Raf. Dies führt zu einer Aktivierung einer zytoplasmatischen Protein-
kinase-Kaskade. Für heterotrimere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die mit Gq, Gi und Gs 
interagieren, wurde gezeigt, dass die Funktion von Ras für die Mitogenese benötigt wird 
(LaMorte et al., 1993; Kupperman et al., 1993; Cook et al., 1993; Neves et al., 2002; Lin et 
al., 2002). Auch das kleine GTP-bindende Protein Rho wird durch Aktivierung des Throm-
binrezeptors aktiviert, wodurch die MAPK-Kaskade initiiert wird (Donovan & Cunning-
ham, 1998; Suidan et al., 1997; Seasholtz et al., 1999; Neves et al., 2002). 
Die PI3-Kinase (Walker et al., 1998) und Tyrosinkinasen der Src-Familie (Rao et al., 1995; 






















































durch β-γ-Untereinheiten wahrscheinlich nicht durch eine direkte Proteininteraktion erfolgt, 
sondern vermutlich die PI3-Kinase intermediär zwischengeschaltet ist (Lopez-Ilasaca et al., 
1997). Diese Verbindung ist ein Hinweis auf einen potentiellen Mechanismus, bei dem 
heterotrimere G-Proteine Nicht-Rezeptortyrosinkinasen regulieren können. 





1.3.3 Aktivierung der MAPK 
Einer der wichtigsten Signaltransduktionswege, die durch Ras initiiert werden, ist die Akti-
vierung der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) (Sears & Nevins, 2002). Die 
MAPK werden am Ende einer dreistufigen Signalkaskade aktiviert: eine MAPK Kinase 
Kinase (MKKK) aktiviert eine MAPK Kinase (MKK), die wiederum die MAPK aktiviert 
(Seger & Krebs, 1995). Die MAPK superfamily (Robinson & Cobb, 1997) umfasst eine 
Familie von Serin/Threonin-Kinasen, die extrazelluläre Signale weiterleiten und so an der 
Regulation des Zellwachstums, der Zellteilung und –differenzierung beteiligt sind (Pierce 
et al., 2001). Nach ihrer Aktivierung gelangen sie in den Zellkern, wo sie verschiedene 
Transkriptionsfaktoren durch Phosphorylierung aktivieren können und somit direkt an der 
DNA-Synthese beteiligt sind (Pearson et al., 2001). Inzwischen sind schon sechs Unterfa-
milien klassifiziert worden: die 42 und 44 kD extracellular signal-regulated kinases (ERK) 
ERK1 und ERK2, auch gemeinsam als p42/p44-MAPK bezeichnet, die c-Jun aminotermi-
nale Kinase (JNK), die p38-MAPK, die ERK5 oder big MAPK1 (Gutkind, 2000) sowie 
ERK7 (Abe et al., 1999) und MOK (Miyata et al., 1999). Diese Kinasen zeigen einen ge-
meinsamen Mechanismus der Regulation durch ihre vorgeschalteten Regulatoren, wozu die 
Phosphorylierung von Tyrosin- und Threonin-Resten in einem konservierten aktiven Zent-
rum durch ihre entsprechende dual-spezifische Kinase (MEK) gehört. Diese Phosphorylie-
rung ist die Voraussetzung für ihre enzymatische Aktivität. 
Zu den am besten charakterisierten MAPK gehören die p42/p44-MAPK, die p38-MAPK 
und die JNK (Luttrell, 2002). Diese drei Kinase-Signalkaskaden sind zueinander stark ho-
molog und im Laufe der Evolution relativ konserviert geblieben (Widmann et al., 1999). 
Zwischen den einzelnen Kaskaden gibt es zahlreiche Verbindungen, die mit dem Begriff 
“cross talk” beschrieben werden (Gutkind, 1998a; Michel et al., 2001). Inzwischen sind 
vier p38-MAPK kloniert worden (α, β, γ, δ) (Gutkind, 2000). Sie werden als Antwort auf 
zellulären Stress, Ischämie/Reperfusion und auch durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
aktiviert (Hedges et al., 1998). Nachdem die p38-MAPK lange Zeit nur als streß-aktivierte 
MAPK galt, konnte kürzlich ihre Beteiligung an der Mitogenese sicher belegt werden 
(Kanda et al., 2001b). Upstream-Regulatoren der p38-MAPK sind z.B. Tyrosinkinasen der 




Familie (Garrington & Johnson, 1999). Der JNK-pathway umfaßt Rac und Cdc42, zwei 
Mitglieder der Rho-Familie von GTPasen (Coso et al., 1995). Die p42/p44-MAPK 
phosphoryliert unter anderem die p90rsk-Kinase (p90 ribosomale S6 Kinase), die Phospho-
lipase A2 und eine Reihe von Transkriptionsfaktoren (Widmann et al., 1999). 
Abb. 4: MAPK-Kaskaden: p44/42, JNK, p38 und BMK1 
Links ist ein allgemeines Schema gezeigt, wobei ein Stimulus ein mini-Guanin-
Nukleotid-bindendes Protein (G-Protein) durch Austausch von GDP gegen GTP 
aktiviert. Das GTP-gebundene G-Protein aktiviert dann eine Kinase-Kaskade, 
welche eine MAPKKK (MEKK), eine MAPKK (MEK) und am Schluß die MAPK 
selbst umfaßt. Die Kaskade der MAPK-Familie wird als paralleler Signalweg dar-
gestellt. Jede Untergruppe wird durch spezifische Aktivierungssequenzen charak-
terisiert. Generell existiert für jede MAPK-Untergruppe eine MEK, außer für JNK 
und p38. Weniger Spezifität ist für die Aktivierung der MEKs durch die MEKKs 
gegeben. Ebenso wenig spezifisch erfolgt die Aktivierung der downstream-
Substrate, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, welche durch verschiedene MAPK re-
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Die Aktivierung der MAPK kann nicht nur über verschiedene Kinasen und Ras erfolgen, 
sondern ebenso über eine Aktivierung der MAPK durch Transaktivierung eines Wachs-
tumsfaktorrezeptors, wie z.B. über den EGF-Rezeptor (Daub et al., 1996; Luttrell, 2002). 
1.4 Der mitogene Effekt von Thrombin 
Der mitogene Effekt von Thrombin wurde 1975 erstmals an Sekundärkulturen von Hühner-
embryozellen beobachtet (Chen & Buchanan, 1975). Danach wurde entdeckt, dass Throm-
bin das Wachstum von Säugetierzellen, wie Fibroblasten von Maus, Hamster und Mensch 
stimuliert (Carney et al., 1978; Pohjanpelto, 1978; Cherington & Pardee, 1980). Über mito-
gene Thrombinwirkungen wurde auch in Lymphozyten (Chen et al., 1976), makrophage-
nähnlichen Tumorzelllinien (Bar-Shavit et al., 1986) und Gefäßmuskelzellen (Huang & 
Ives, 1987; Bar-Shavit et al., 1990; Stouffer et al., 1993; McNamara et al., 1993) berichtet.  
Die Thrombin-induzierte Proliferation von Gefäßmuskelzellen (SMC) wird entweder direkt 
durch eine Stimulation des Thrombinrezeptors oder indirekt durch die Modulation von Ef-
fekten von anderen Wachstumsfaktoren vermittelt. Unter Verwendung von TRAP und Pro-
tein-Tyrosinkinase-Inhibitoren konnten einige Forschungsgruppen zeigen, dass Thrombin 
zusätzlich zur Aktivierung seines GPCR noch Protein-Tyrosinkinase-Aktivität benötigt, um 
einen mitogenen Effekt auszulösen (Weiss & Maduri, 1993; van Obberghen-Schilling et 
al., 1995; Zwick et al., 1999). Verschiedene Studien belegen auch, dass die Sekretion au-
tokriner Wachstumsfaktoren an der Thrombin-induzierten Proliferation von SMC beteiligt 
ist (Berk, 2001). Trotz schneller Thrombinrezeptor-Aktivierung und vergleichbarer Zeit für 
den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus wird bekanntlich eine längere Thrombin-
Einwirkungszeit für ein maximales Wachstum der SMC benötigt als für den Plättchen-
wachstumsfaktor (platelet derived growth factor, PDGF) (Bachhuber et al., 1995). Diese 
Studien deuten darauf hin, dass nach Thrombinrezeptor-Aktivierung Sekundärmechanis-
men von Bedeutung sind, um ein maximales Zellwachstum zu erzielen. 
PDGF ist der am besten charakterisierte Migrationsfaktor. Er ist außerdem ein autokriner 
Wachstumsfaktor, für den eine Beteiligung an der Thrombin-induzierten Mitogenese ange-
nommen wird (Kanthou et al., 1992; Stouffer et al., 1993; Cucina et al., 1999; Okazaki et 




wurde in Experimenten offensichtlich, bei denen neutralisierende Antikörper gegen PDGF 
den Thrombin-induzierten Einbau von 3H-Thymidin um 30 % reduzierten (Stouffer et al., 
1993). Dagegen konnte eine PDGF-Beteiligung an der Faktor Xa-induzierten Mitogenese 
ausgeschlossen werden (Bretschneider et al., 2000). Weiss & Maduri (1993) zeigten, dass 
der mitogene Effekt von Thrombin auf die Bildung von basischem Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (basic fibroblast growth factor, bFGF) zurückzuführen ist. Die Hem-
mung des mitogenen Effekts durch einen neutralisierenden Antikörper gegen PDGF konnte 
dagegen nicht bestätigt werden. Außerdem aktiviert der bFGF-Rezeptor zelluläre Tyrosin-
kinasen (Ullrich & Schlessinger, 1990). Es wurde der Nachweis erbracht, dass ein neutrali-
sierender Antikörper gegen bFGF den mitogenen Effekt von Thrombin um 63 % vermin-
dert (Weiss & Maduri, 1993). Wird bFGF gleichzeitig mit Thrombin zu SMC-Zellkulturen 
gegeben, so wird offensichtlich die Proliferation der SMC gesteigert (Weiss & Maduri, 
1993; Bretschneider et al., 1997). Der synergistische Effekt von Thrombin und bFGF auf 
die Mitogenese und den Inositol-Metabolismus weist daraufhin, dass Konvergenzpunkte in 
ihren Signaltransduktionswegen bestehen. Von Zhong et al. (1992) wurde gezeigt, dass 
bFGF einen Anstieg der Thrombinrezeptor-mRNA in kultivierten SMC bewirkt. bFGF ist 
ein äußerst starkes Mitogen für SMC (Lindner et al., 1991), welches auch von den SMC 
selbst gebildet wird (Gospodarowicz et al., 1988). bFGF hat kein Signalpeptid für den Ex-
port über den klassischen Weg mittels endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat, 
wird aber über einen Exozytose-Mechanismus ausgeschüttet (Mignatti et al., 1992). Auch 
neueste Untersuchungen belegen, dass die thrombin-induzierte Mitogenese in SMC durch 
eine autokrine bFGF-Bildung vermittelt wird (Cucina et al., 2002). 
Weiterhin wurden die autokrine Bildung von Epiregulin (Taylor et al., 1999), eine heparin 
binding EGF-like growth factor (HB-EGF)- vermittelte Transaktivierung des EGF-
Rezeptors (Kalmes et al., 2000; Prenzel et al., 1999) und eine Beteiligung des Insulin-like 
growth factor-1 receptors (Du et al., 2001) im Zusammenhang mit der Thrombin-
induzierten Proliferation von Gefäßmuskelzellen beschrieben. 
In Bezug auf die Fähigkeit von TRAP ebenfalls eine mitogene Antwort auszulösen, gibt es 
kontroverse Ergebnisse. Vouret-Craviari et al. (1992) zeigten, dass TRAP in Hamster-




Fibroblasten zu einer Aktivierung der MAPK, jedoch bewirkten beide Substanzen einen 
unterschiedlichen zeitlichen Verlauf dieser Aktivierung (Vouret-Craviari et al., 1993). Für 
die fehlende mitogene Wirkung von TRAP wurde das Ausbleiben einer langanhaltenden 
Aktivierung der MAPK als Ursache angesehen. McNamara et al. (1996) stellten dagegen 
einen gleich starken Effekt von Thrombin und TRAP auf die Proliferation von Gefäßmus-
kelzellen der Rattenaorta fest. Wiederum wurde die Bildung sekundärer Wachstumsfakto-
ren nachgewiesen, die auf die Thrombinrezeptorstimulation zurückgeführt wurde. Auch in 
humanen SMC stimuliert TRAP die Mitogenese (Kanthou et al., 1995). 
Es wird nicht nur die Beteiligung sekundärer Wachstumsfaktoren an der Thrombin-
induzierten Mitogenese diskutiert, sondern es wurde auch die Transaktivierung des EGF-
Rezeptors (EGF-R) durch Thrombin in Gefäßmuskelzellen der Rattenaorta nachgewiesen 
(Kanda et al., 2001a). Es konnte gezeigt werden, dass die Thrombin-induzierte EGF-R-
Tyrosinphosphorylierung zu einer Aktivierung der p38-MAPK führte, da der EGF-R-
Inhibitor AG1478 die p38-MAPK-Aktivierung konzentrationsabhängig hemmte. Ebenso 
wurde die Thrombin-induzierte DNA-Synthese durch AG1478 vermindert. Diese Ergebnis-
se weisen darauf hin, dass die EGF-R-Transaktivierung und nachfolgende p38-MAPK-
Aktivierung für die Thrombin-induzierte Proliferation von Gefäßmuskelzellen benötigt 
wird. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass diese Vielzahl von unterschiedlichen Ergeb-
nissen von der untersuchten Spezies, sowie vom Zelltyp abhängen. Auch Varela et al. zeig-
ten in einer Studie eine speziesabhängige Antwort arterieller SMC auf Thrombin (1998). 
Allerdings betonten Orsini et al. (1999), dass die spezies-spezifischen Reaktionen auf po-
tentielle Mitogene keine Unterschiede im grundsätzlichen mitogenen Signaltransduktions-
mechanismus reflektieren, sondern vielmehr vom Expressionsgrad und der Kopplung und/ 
oder Regulation von verschiedenen Zelloberflächenrezeptoren bestimmt werden. Der Ur-
sprung der SMC ist ebenfalls zu berücksichtigen, da selbst zwischen arteriellen und venö-
sen SMC innerhalb einer Spezies Unterschiede zu verzeichnen sind. Diese Tatsache wurde 
auch bei Untersuchungen zum Thrombinrezeptor PAR-4 offensichtlich. So wurde bei-
spielsweise nur in humanen SMC aus der Vena saphena funktionell aktiver PAR-4 nach-




von Koronararterien keine PAR-4 mRNA und kein Ca2+-signalling durch ein PAR-4-
aktivierendes Peptid festgestellt werden (Andrade-Gordon et al., 1999; Ahn et al., 2000). 
Die Vielfalt der Signaltransduktionswege des Thrombins und die physiologischen bzw. 
pathophysiologischen Effekte in Zellen des Blutgefäßsystems sind in Abb. 5 zusammenge-
fasst (Patterson et al., 2001): 
Abb. 5: Thrombin „signalling“ in Zellen des Blutgefäßsystems. 








































1.5 Ziel der Untersuchungen 
Proliferation und Migration von Gefäßmuskelzellen tragen zu einer Verdickung der Ge-
fäßwand bei, die in vielen Fällen bei Gefäßwandschädigung infolge kardiovaskulärer Er-
krankungen auftreten kann. Daher ist die pharmakologische Beeinflussung der Restenose 
nach einer Angioplastie bei akutem Koronarsyndrom, die auf eine Proliferation von glatten 
Muskelzellen zurückzuführen ist, von großer Bedeutung. Damit stellt sich die Frage nach 
den Mechanismen, die diese Intimaproliferation initiieren und steuern. Umfassende Kennt-
nisse über intrazelluläre Abläufe in den Gefäßmuskelzellen sind deshalb erforderlich, um 
pharmakologisch in diese Prozesse eingreifen zu können. 
Mit der vorliegenden Arbeit sollte ein Beitrag geleistet werden zur Aufklärung der intrazel-
lulären Signaltransduktion bei der Thrombin-induzierten Mitogenese und deren Verflech-
tung mit anderen, die Mitogenese steuernden Signalen. Hauptziel dabei war eine nähere 
Charakterisierung der Signaltransduktionswege der Thrombin-induzierten Mitogenese, da 
diese noch nicht vollständig aufgeklärt sind und zum Teil sehr kontroverse Ergebnisse vor-
liegen. Von besonderem Interesse waren vergleichende Untersuchungen von Thrombin und 
TRAP, da Unterschiede bezüglich der stimulatorischen, mitogenen Wirkung auf SMC be-
schrieben wurden. Die Untersuchungen konzentrierten sich auf die MAPK als Schwerpunkt 
eines beispielhaften Signalweges, der sicher mit der Mitogenese zusammenhängt (Payne et 
al., 1991). Mittels Inhibitoren, welche einzelne Signaltransduktionsproteine spezifisch 
hemmen, sollte herausgefunden werden, welche dieser Überträgermoleküle in die Throm-
binrezeptor-vermittelte MAPK-Aktivierung und nachfolgende Mitogenese involviert sind. 
Entscheidend bei dieser Fragestellung war, ob Thrombin und TRAP die selben Signaltrans-
duktionsproteine aktivieren. Dies würde man zunächst erwarten, aber es ist bekannt, dass 
nur Thrombin und nicht TRAP für SMC aus Rinderkoronararterien (bovine coronary artery 






2.1 Kultivierung der SMC 
Die SMC wurden aus Koronararterien von adulten Rindern (bovine coronary artery smooth 
muscle cells, BCA-SMC) nach der Methode von Fallier-Becker et al.(1990) bzw. der 
explant- Technik (Chamley-Campbell et al., 1979) präpariert und in einem Brutschrank 
(Heraeus, Hanau) bei 37°C und unter CO2-Begasung (5 %) kultiviert. Als Zellkulturgefäße 
wurden je nach späterem Verwendungszweck entweder Gewebekulturschalen (150 x 
25 mm, 35 x 10 mm; Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg) oder Multiwellplatten (6-
Loch, 24-Loch; Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg) gewählt. Das Zellkulturmedium 
enthielt 80 % HAM’s F-12 Nutrient Mixture (Gibco/BRL, Eggenstein), 20 % Dulbecco’s 
modifiziertes Eagles Medium (DMEM mit Natriumpyruvat und 1000 mg/l Glucose; Gib-
co/BRL, Eggenstein), 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin (Penicillin-
Streptomycin, 10000 IU/ml; Gibco/BRL, Eggenstein) und 10 % fetales Kälberserum (FCS; 
Gibco/BRL, Eggenstein). Für das Waschen der Zellen wurde Dulbecco’s phosphate buffe-
red saline ohne Calcium und Magnesium (D-PBS; Gibco/BRL, Eggenstein) benutzt. Die 
Kulturmedien und Reagenzien wurden vor Gebrauch im Wasserbad (Julabo SW-20C, Jula-
bo Labortechnik GmbH, Seelbach) auf 37°C vorgewärmt. 
Nachdem die Zellen konfluent waren, wurden sie für die Versuche eingesetzt bzw. zur wei-
teren Kultivierung verdünnt. Dafür wurden sie einmal mit 10 ml D-PBS gewaschen und mit 
7 ml Trypsin-EDTA (10x, vor Gebrauch 1:10 mit PBS verdünnt; Gibco/BRL, Eggenstein) 
nach einer Einwirkzeit von ca. 5 min vom Boden der Kulturschale abgelöst. Zur Inaktivie-
rung des Trypsins wurde die Zellsuspension in 10 ml Kulturmedium aufgenommen, mit 
einer sterilen Einwegpipette (Greiner, Frickenhausen) resuspendiert und bei 900 rpm 
10 min zentrifugiert (Biofuge 15R; Heraeus, Hanau). Anschließend wurde der Überstand 
abgesaugt, die Zellen in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und nach Bedarf in einem End-
volumen von 20 ml pro Kulturschale ausgesät und weiter kultiviert. 
Subkonfluente Zellen (50%- 80% der Kulturschale bewachsen) der Passagen 4-10 wurden 




2.2 Bestimmung des [3H]-Thymidineinbaus in SMC 
Die BCA-SMC wurden dazu in 24-Loch-Platten ausgesät und 72 h bis zur Subkonfluenz 
gezüchtet. Dann wurden die Zellen einmal mit D-PBS gewaschen und die nachfolgenden 
24 h in FCS-freiem Medium kultiviert, um die Zellen damit in der Go-Phase des Zellzyklus 
zu synchronisieren. In dieser Phase inkorporieren die Zellen minimale Mengen an [3H]-
Thymidin und können anschließend mit einem Agonisten stimuliert werden. Die Stimulati-
on erfolgte in FCS-freiem Medium. Jede Bestimmung wurde als Dreierbestimmung (Tri-
plett) durchgeführt. Nach einer 20-stündigen Inkubationsperiode im Brutschrank bei 37°C / 
5 % CO2 wurden die Zellen für weitere 4 h mit 1 µCi/ml [3H]-Thymidin ([Methyl-3H]-
Thymidin, 2,0 Ci/mmol, wässrige Lösung mit 1,0 mCi/ml; NEN, Brüssel) inkubiert. 
Anschließend wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit eiskaltem D-PBS ge-
waschen, einmal mit eiskalter HClO4 (0,3 M; Merck, Darmstadt) gespült, noch einmal mit 
eiskaltem D-PBS gewaschen und durch 30-minütige Inkubation in 0,1 M NaOH (Merck, 
Darmstadt) bei 37°C gelöst. Aliquots von 200 µl wurden mit 3 ml Szintillationscocktail 
(Ultima Gold™ XR, LSC-Cocktail; Packard, Groningen, Niederlande) aufgefüllt und der 
[3H]-Thymidineinbau durch Liquid-Szintillationsmessung (Liquid Scintillation Counter 
Wallac 1410; Wallac-ADL-GmbH, Freiburg) bestimmt. 
2.3 Bestimmung der p44/42-MAP-Kinase in glatten Muskelzellen 
2.3.1 Kultur, Stimulation und Lyse der SMC 
Zunächst wurden die BCA-SMC in Gewebekulturschalen (35 x 10 mm; Falcon, Becton 
Dickinson, Heidelberg) in Kulturmedium mit 10 % FCS ausgesät. Nachdem die Kultur-
schalen subkonfluent bewachsen waren, wurde das FCS-haltige Medium durch FCS-freies 
Kulturmedium ersetzt und die Zellen für weitere 48 h im Brutschrank kultiviert. Die nach-
folgende Stimulation erfolgte nach einem vorgegebenen Zeitschema. Nach Ablauf der Sti-
mulation wurde das Medium schnell von den Kulturschalen abgesaugt und je Schale 100 µl 
Lysepuffer (62,5 mM Tris-HCl [pH 6,8; 25°C], 2 % w/v SDS, 10 % Glycerin, 50 mM DTT, 
0,1 % Bromphenolblau) zugegeben, um die Stimulation abzustoppen. Anschließend wur-
den die Zellen mittels eines Einweg-Zellschabers (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg) 




Sarstedt, Nümbrecht) überführt. Bis zur Analyse mittels SDS-Polyacrylamidgelelektropho-
rese und Western-Blot wurden die Zellysate bei -70°C gelagert. 
Vor dem Auftragen der Proben auf das SDS-Polyacrylamidgel wurden diese zunächst kurz 
mit Ultraschall (LABSONIC U; B. Braun, Melsungen) behandelt, im Anschluß 5 min bei 
97°C gekocht und kurz abzentrifugiert (1 min, 16000g; Biofuge 13, Heraeus, Hanau). 
2.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur Auftrennung der Proteine wurde ein SDS-PAGE mit einem 10 %igen Trenngel und 
einem 5 %igen Sammelgel wie folgt vorbereitet: Für das Trenngel (Volumen 15 ml) wur-
den 1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8), 5 ml Acrylamid (“Rotiphorese Gel 30”: gebrauchsfertige, 
stabilisierte, 30 %ige Acrylamid-Stammlösung mit 0,8 % Bisacrylamid in aqua dest.; Roth, 
Karlsruhe) und 347 mM SDS gemischt und mit der Zugabe von 6 µl TEMED (Sigma, Dei-
senhofen) und 150 µl 10 %igem Ammoniumpersulfat (Sigma, Deisenhofen) wurde die Po-
lymerisation gestartet. Diese Lösung wurde nun schnell bis ca. 1,5 cm unterhalb der oberen 
Kante zwischen die Glasplatten (8,3 x 10,2 cm) gegossen und mit Isopropanol (100 %; 
Sigma, Deisenhofen) überschichtet, um einen gleichmäßigen Gelabschluß zu schaffen. 
Nach einer Polymerisationszeit von ca. 30 min wurde das Isopropanol wieder abgeschüttet, 
der Zwischenraum mit reichlich aqua dest. gespült und das Sammelgel (Volumen 4 ml) bis 
zur oberen Kante der Glasplatten daraufgegossen. Dieses bestand aus 0,5 M Tris-Puffer 
(pH 6,8), 670 µl Acrylamid, 347 mM SDS, 4 µl TEMED und 40 µl Ammoniumpersulfat. 
Das Auspolymerisieren des Sammelgels dauerte ca. 30 min. Danach wurde das Gel in die 
Gelkammer (Mini-Protean® II Electrophoresis Cell; Bio-Rad, München) eingespannt, die 
Geltaschen mit Laufpuffer Rotiphorese® SDS-PAGE (10x, 1:10 mit aqua dest. verdünnt; 
Roth, Karlsruhe) gespült und die Proben auf das Gel aufgetragen. Jeweils 20 µl der aufbe-
reiteten Lysate wurden pro Geltasche des Sammelgels einpipettiert und die Proben 1 h bei 
200 V aufgetrennt. Als Marker wurden 10 µl Molekulargewichtsstandard (Prestained SDS-
PAGE Standard, Low Range; BIO-RAD, München) und 10 µl eines biotinylierten Moleku-
largewichtsstandards (Biotinylated Protein Marker, Broad Range; BioLabs, Schwalbach) 
ebenfalls 5 min bei 97°C gekocht, kurz abzentrifugiert (1 min, 16000g; Biofuge 13) und in 





Nach dem Gellauf wurden die beiden Glasplatten entfernt und das Gel zusammen mit der 
kurz in Methanol (100 %; Sigma, Deisenhofen) benetzten und danach gewässerten Polyvi-
nyliden-Difluorid-Membran (PVDF, Immobilon™-P Transfer Membrane; Millipore, Esch-
born) 15 min in Transferpuffer (25 mM Tris base, 192 mM Glycin, 10 % Methanol; pH 
8,5) unter leichtem Schwenken äquilibriert. Anschließend wurde das Gel auf die PVDF-
Membran gelegt, beidseitig mit puffergetränkten Filterpapieren und Kunststoffhaltern 
stabilisiert und in die Blotkammer (Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell; Bio-
Rad, München) eingesetzt. Die Blotkammer wurde zur Kühlung mit einem Eistank 
versehen und es wurde eine Spannung von 100 V für 1 h angelegt. Dadurch wurden die 
aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf die PVDF-Membran transferiert. 
2.3.4 Nachweis der MAP-Kinase 
Der Nachweis der interessierenden Proteine erfolgte auf immunologischem Wege mittels 
spezifischem monoklonalem bzw. polyklonalem Erstantikörper, welcher durch einen spe-
zies-erkennenden Zweitantikörper, der Meerrettichperoxidase gekoppelt ist, erkannt wird. 
Man bedient sich der Fähigkeit dieses Enzyms, die chemische Substanz Luminol so umzu-
setzen, dass dabei Chemolumineszenz entsteht. Das Signal wird analog zur Autoradiogra-
phie auf Röntgenfilmen festgehalten. Dazu wurde der ECL-Kit der Fa. Amersham (Braun-
schweig) verwendet. 
Als erstes wurde die PVDF-Membran 90 min bei Raumtemperatur in einer 5 %igen Ma-
germilch-Lösung in TBS-T-Waschpuffer (Tris-buffered saline, 20 mM Tris base, 137 mM 
NaCl, 0,1 % Tween® 20; pH 7,6) auf dem Wipptisch (Biometra, Göttingen) geschwenkt, 
um unspezifische Bindungen zu blockieren. Nach Entfernen der Blockierlösung wurde die 
Membran ohne weiteren Zwischenspülschritt mit dem 1:1000 in Blockierlösung verdünnten 
Erstantikörper (Phospho-p44/42 MAP Kinase [Thr202/Tyr204] Monoclonal bzw. Polyclo-
nal Antibody oder Phospho-p38 MAP Kinase Monoclonal Antibody; BioLabs, Bad Schwal-
bach) bei 4°C über Nacht, ebenfalls unter Schwenken, inkubiert. Im Anschluß wurde die 
Membran einmal mit TBS-T-Waschpuffer abgespült, dann dreimal je 15 min in Waschpuf-




körper (anti-mouse IgG-HRP, anti-rabbit IgG-HRP, anti-mouse IgG1-HRP; Santa Cruz 
Biotechnology, Heidelberg) unter Schwenken inkubiert. Danach wurde die Membran ein-
mal kurz und dann dreimal je 15 min in Waschpuffer gespült und in eine 1:1 Mischung der 
ECL-1- und ECL-2-Lösungen überführt. Nach einer Inkubationszeit von 1 min wurde das 
ECL-Gemisch entfernt, die Membran in Folie eingeschweißt und in einer Filmkasette posi-
tioniert. Es wurden dann Filme (Hyperfilm ECL; Amersham, Braunschweig) 30 s, 1 min, 
5 min, 10 min und 20 min exponiert. 
2.4 Bestimmung der intrazellulären cAMP-Spiegel 
Dazu wurden die Zellen in 6-Loch-Platten ausgesät und 24 h bis zur Subkonfluenz gezüch-
tet. Anschließend wurden die Zellen einmal mit D-PBS gewaschen und die nachfolgenden 
24 h in FCS-freiem Medium kultiviert, um ein Wachstumsstop zu erreichen. Die Stimulati-
on erfolgte in FCS-freiem Medium. Vor Zugabe der Stimulantien wurden die Zellen zu-
nächst mit dem Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitor IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthin, 
0,1 mM; Sigma, Deisenhofen) für 10 min bei 37°C / 5% CO2 vorinkubiert, so dass Verän-
derungen im zellulären cAMP-Gehalt auf eine verminderte Aktivität der Adenylatzyklase 
und nicht auf eine veränderte PDE-Aktivität zurückzuführen sind. (In Vorversuchen wurde 
gezeigt, dass diese Konzentration von 0,1 mM IBMX ausreichend ist, um einen vorzeitigen 
cAMP-Abbau zuverhindern.) Um die Adenylatzyklase in den Zellen zu aktivieren wurde 
Forskolin (1 µM; Biomol, Plymouth, USA) oder Prostaglandin E1 (PGE1, 5 µM; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) für 30 min auf die Zellen gegeben. Um den Einfluss 
von Thrombin (10 nM) bzw. TRAP (100 µM) auf den intrazellulären cAMP-Anstieg zu 
bestimmen, wurden die Zellen gleichzeitig mit Forskolin bzw. PGE1 und Thrombin oder 
Forskolin bzw. PGE1 und TRAP für 30 min bei 37°C / 5% CO2 inkubiert. Nach dieser Sti-
mulation wurde der Zellüberstand abgenommen und bei -80°C tiefgefroren. Die Zellen 
wurden mit Ethanol (96%, -20°C; Sigma, Deisenhofen) fixiert, der Alkohol nachfolgend 
bei 37°C verdampft und Tris/EDTA-Puffer (50 mM Tris, 4 mM EDTA; pH 7,5; 1 ml pro 
Loch) zugegeben. Nach Schockgefrieren bei -80°C und Auftauen wurde der Puffer abge-
nommen und bis zur cAMP-Bestimmung mittels Radioimmunoassay (RIA) eingefroren. 
Die Zellen wurden mit 0,1 M NaOH für die Proteinbestimmung, welche mittels Bio-Rad 




In Vorbereitung für den RIA wurden die Proben zunächst mit Perchlorsäure in einer End-
konzentration von 5% versetzt. Anschließend wurden zu 1 ml Probe 250 µl eiskalte 2 M 
K2CO3-Lösung gegeben und das Reaktionsende (CO2 entweicht) abgewartet. Danach wur-
den die Proben für 15 min bei 5500 rpm zentrifugiert und über Nacht bei 4°C stehen gelas-
sen, um eine vollständige Fällung des gesamten Kaliumperchlorates (KClO4) zu erreichen. 
Nachfolgend wurden die Proben zentrifugiert, die Überstände abgenommen, der pH-Wert 
kontrolliert und nötigenfalls auf pH 7,4 eingestellt. 100 µl der Probe wurden für den RIA 
eingesetzt und dazu in Eppendorf-Reaktionsgefäßen mit 50 µl markiertem Antigen (3H-
cAMP mit 50 mM Tris/HCl, 12 mM EDTA, pH 7,5 in einer Endkonzentration von 2 ng/ml) 
und 50 µl Antiserum (100 mg lyophilisiertes Antiserum /900 µl aqua dest. mit defibrinier-
tem Blutbankplasma auf eine Endkonzentration von 1:100 verdünnt) versetzt. Als Standard 
dienten 200 pM cAMP/10 ml 50 mM Tris/HCl, pH 7,5, ebenfalls mit 50 µl markiertem 
Antigen und 50 µl Antiserum versetzt. Die so angesetzten Proben wurden für mindestens 
1,5 h, in der Regel jedoch über Nacht, im Kühlschrank inkubiert. Zur Trennung des gebun-
denen vom freien Antigen wurden die Proben mit 1 ml eiskalter Ammoniumsulfatlösung 
(58,5 g/150 ml aqua dest) versetzt, 5 min im Eisbad gekühlt und 2 min in einer Eppendorf-
Zentrifuge zentrifugiert (16000g; Biofuge 13, Heraeus, Hanau). 
Die Messung der Radioaktivität erfolgte entweder im Rückstand (Bestimmung der Radio-
aktivität des Antigen-Antikörper-Komplexes), im Überstand (Bestimmung der Radioaktivi-
tät des freien Antigens) bzw. in beiden Fraktionen (Kontrolle durch Doppelmessung). Zur 
Bestimmung der Radioaktivität im Überstand wurden 1 ml des Überstandes abgenommen 
und mit Szintillationscocktail versetzt. Dabei kommt es zu einer Ausfällung von Ammoni-
umsulfat, die eine genaue Messung der Radioaktivität unmöglich macht. Daher müssen die 
Proben über Nacht im Counter belassen werden, bis sich das ausgefällte Ammoniumsulfat 
abgesetzt hat. Zur Bestimmung im Rückstand wurde der Überstand bis auf 50 µl abgesaugt, 
die Proben erneut mit 1 ml eiskalter Ammoniumsulfatlösung versetzt, 1 min geschüttelt, 
5 min im Eisbad gekühlt und 2 min in einer Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert (16000g; 
Biofuge 13, Heraeus, Hanau). Der Überstand wurde wiederholt bis auf 50 µl abgesaugt, mit 
1100 µl aqua dest. versetzt und bis zur völligen Auflösung geschüttelt. 1ml der erhaltenen 




2.5 Messung der ADP-Ribosylierung von Gi-Proteinen 
Die Versuche zur Messung der ADP-Ribosylierung von Gi-Proteinen aus Membranen von 
BCA-SMC wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Pönicke, Institut für Pharmakologie 
und Toxikologie der Martin-Luther-Universität Halle durchgeführt. 
Dazu wurden BCA-SMC zunächst in 6-Loch-Platten ausgesät und 48 h bis zur Sub-
konfluenz gezüchtet. Anschließend wurden die Zellen einmal mit D-PBS gewaschen und 
die nachfolgenden 24 h in FCS-freiem Medium kultiviert, um ein Wachstumsstop zu errei-
chen. Die Stimulation erfolgte in FCS-freiem Medium. Es wurde jeweils eine 6-Loch-Platte 
entweder nicht stimuliert (Kontrolle) bzw. mit Thrombin (10 nM) oder TRAP (100 µM) für 
24 h stimuliert. Analog wurden drei 6-Loch-Platten stimuliert, die 24 h mit Pertussis-Toxin 
(PTX; Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach) in einer Konzentration von 250 ng/ml vor-
inkubiert worden waren. Nach der Stimulation wurde der Überstand verworfen, die Zellen 
mit D-PBS gewaschen und mittels Zellschaber abgekratzt. Die abgeschabten Zellen wurden 
in 250 µl D-PBS aufgenommen, in Eppendorfhütchen überführt und bei -80°C tiefgefroren. 
Die Proben wurden in gefrorenem Zustand nach Halle verschickt und dort wurde die ADP-
Ribosylierung gemessen. 
2.6 Bestimmung von bFGF in konditioniertem Medium 
Um zu bestimmen, ob die Stimulation von BCA-SMC mit Thrombin bzw. TRAP einen 
akuten Effekt auf die zelluläre bFGF-Synthese und Freisetzung hat, wurde die Menge an 
bFGF-Protein im konditionierten Medium mittels eines bFGF-Immunoassay (R&D Sys-
tems, Wiesbaden) bestimmt. In diesem Assay wird das bFGF der Probe zwischen einem 
monoklonalen Antikörper gegen humanes rekombinantes bFGF, welches an die Mikroti-
terplatte gebunden ist und einem sekundären polyklonalen Antikörper gegen bFGF, wel-
cher Meerrettich-Peroxidase-gekoppelt ist, eingefangen. (Anmerkung: Nach persönlicher 
Mitteilung der Fa. R&D Systems ist der monoklonale Antikörper 100 % kreuzreaktiv und 
erkennt auch bFGF vom Rind.) Eine Auswahl an Lösungen mit bekannter bFGF-
Konzentration wurde parallel analysiert, um eine Standardkurve mit der optischen Dichte 
der bekannten bFGF-Konzentrationen zu erhalten, aus welcher dann die unbekannten Kon-




(MAXline Microplate Reader; Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, Kalifornien, 
USA) bei 450 nm gemessen wurde, kam durch Zugabe von Wasserstoffperoxid und dem 
Chromogen Tetramethylbenzidin zustande. 
Das konditionierte Medium von BCA-SMC wurde wie folgt erhalten: Konfluente, in 24-
Loch-Platten kultivierte BCA-SMC wurden zunächst 24 h in serumfreiem Kulturmedium 
gehalten und anschließend für 24 h mit 10 nM Thrombin oder mit 100 µM TRAP-6 bzw. 
PBS als Kontrolle inkubiert. Danach wurde das Medium abgenommen und entweder sofort 
zum Assay eingesetzt oder bis dahin bei –20°C eingefroren. Die bFGF-Menge wurde dann 
in 100 µl-Aliquots des zellfreien Überstands wie oben beschrieben spektrophotometrisch 
bei 450 nm gemessen. 
2.7 Messung der Plättchenaggregation 
Die quantitative Bestimmung der Aggregation erfolgte mit Hilfe der von Born (1962) ent-
wickelten turbidimetrischen Methode. Zitrat-antikoaguliertes Blut von gesunden Blutspen-
dern wurde 10 min bei 400 g und 20°C in der Biofuge 28RS (Heraeus Instruments, Hanau) 
zentrifugiert. Das plättchenreiche Plasma (PRP) wurde abgehoben und das Blut nochmals 
10 min bei 2800 g und 8°C zentrifugiert. Der Überstand (plättchenarmes Plasma = PPP) 
wurde erneut abgehoben. Die Plättchen im PRP wurden auf eine Zahl von 3x108 Plätt-
chen/ml mittels PPP eingestellt. Von dieser Suspension wurden 170 µl mit 20 µl NaCl 
(0,9 %) gemischt und 3 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 10 µl TRAP (100 µM 
Endkonzentration im Versuchsansatz) wurde die Aggregation ausgelöst und die Transmis-
sionsänderung über einen Zeitraum von 10 min im Aggregometer APACT 4 (Labor GmbH 







2.8.1 Proteine und Peptide 
Thrombin: gereinigtes bovines α-Thrombin, (Lyophilisat, 4°C); 263 IE/Flasche, Stammlö-
sung 50 IE/ml (max. 10 Tage bei 4°C gelagert); (Feinchemie GmbH, Sebnitz) 
TRAP-6-OH: SFLLRN x HCl (Lyophilisat, 4°C), C-terminal COOH-Gruppe; Stammlö-
sung 5x10-3 M in D-PBS (bei -20°C gelagert); (Biosyntan, Berlin) 
Bovines TRAP-6: SFFLRN x HCl (Lyophilisat, 4°C), C-terminal COOH-Gruppe; Stamm-
lösung 5x10-3 M in D-PBS (bei -20°C gelagert); (Biosyntan, Berlin) 
high affinity (ha)TRAP: A-(p-F)F-R-Cha-R-Y x HCl (Lyophilisat, 4°C), C-terminal A-
mid-Gruppe; Stammlösung 5x10-3 M in D-PBS (bei -20°C gelagert); (Biosyntan, Berlin) 
high affinity (ha)TRAP homo-Arg: A-(p-F)F-R-Cha-hR-Y x HCl, (Lyophilisat, 4°C), C-
terminal Amid-Gruppe; Stammlösung 5x10-3 M in D-PBS (bei -20°C gelagert); (Biosyntan, 
Berlin) 
TRAP-14: SFLLRNPNDKYEPE x HCl (Lyophilisat, 4°C), C-terminal COOH-Gruppe; 
Stammlösung 5x10-3 M in D-PBS (bei -20°C gelagert); (Institut für Molekulare Biotechno-
logie, Jena) 
PDGF-BB: (human recombinant homodimer; upstate biotechnology, Lake Placid, USA), 
10 µg Lyophilisat in 10 mM Essigsäure gelöst → 10 µg/ml Stammlösung (bei -20°C gela-
gert) 
Anti-PDGF-AB-Antikörper: (goat polyclonal IgG; upstate biotechnology, Lake Placid, 
USA), 5 mg/ml in 0,1 M Tris-Glycin (bei -20°C gelagert) 
bFGF: (25 µg/25 µl PBS; upstate biotechnology, Lake Placid, USA) 
Anti-bFGF-Antikörper: (mouse monoclonal IgG1κ , 500µg/500µl; upstate biotechnology, 




Anti-Phospho-MAP-Kinase-Antikörper: (Phospho-p44/42 MAPKinase [Thr202/Tyr204] 
Monoclonal bzw. Polyclonal Antibody/ Phospho-p38 MAPKinase Monoclonal Antibody; 
BioLabs, Bad Schwalbach) 
Western-Blot-Sekundärantikörper: (anti-mouse IgG-HRP, anti-rabbit IgG-HRP; Santa 
Cruz Biotechnology, Heidelberg) 
 
2.8.2 MAP-Kinase -Kinase (MAPKK- oder MEK)-Inhibitoren 
U0126 : Stammlösung 10 mM in DMSO (bei -20°C gelagert); (Promega, Mannheim);  
IC50= 72 nM für MEK 1 und IC50= 58 nM für MEK 2 IC50= 72 nM; (DeSilva et al., 1998; 
Favata et al., 1998) 
PD98059 : Stammlösung 20 mM in DMSO (bei -20°C gelagert); (RBI, Natick, USA); 
























SB202190 Hydrochlorid: wasserlösliche Form des p38-MAPK-Inhibitors SB202190, 
Stammlösung 5 mM in aqua bidest. (bei -20°C gelagert); (Calbiochem-Novabiochem, 
Schwalbach); IC50= 350 nM; (Lee et al., 1994; Gallagher et al., 1997) 
2.8.4 EGFR-Inhibitor 
AG1478: Stammlösung 20 mM in DMSO (bei –20°C gelagert); (Calbiochem-Novabio-
chem, Schwalbach); IC50= 3 nM; (Osherov & Levitzki, 1994; Eguchi et al., 1998) 
2.8.5 PI3-Kinase-Inhibitor 
LY294002: Stammlösung 30 mM in DMSO (bei –20°C gelagert); (Sigma-Aldrich Chemie 





























Anmerkung zu 2.7.2-2.7.5: Die eingesetzten Konzentrationen der Inhibitoren wurden zum 
Teil Richtwerten aus der Literatur entnommen oder in Vorversuchen bestimmt und opti-
miert. 
2.9 Statistik 
Bei den Experimenten mit kultivierten Gefäßmuskelzellen sind die Meßdaten als Mittel-
werte ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) der jeweiligen Anzahl (n) von Einzelexpe-
rimenten angegeben. Die Signifikanz der Unterschiede wurde mit dem zweiseitigen t-Test 
für gepaarte Stichproben berechnet, wobei sich die Signifikanz auf die jeweils angegebene 






3.1 [3H]-Thymidineinbau in SMC als Proliferationskontrolle 
Die Proliferation von Zellen ist durch den Beginn der DNA-Synthese gekennzeichnet. Die-
ser Prozess kann durch die Messung der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der S-
Phase des Zellzyklus quantitativ verfolgt werden und eignet sich daher als Methode zur 
Proliferationskontrolle. Glatte Muskelzellen aus Rinderkoronararterien (BCA-SMC) wur-
den zunächst 72 h kultiviert und dann 24 h in FCS-freiem Medium gehalten, um die Zellen 
damit in der Go-Phase des Zellzyklus zu synchronisieren, wo sie nur minimale Mengen an 
[3H]-Thymidin inkorporieren. Anschließend wurden die Zellen für 24 h mit verschiedenen 
Agonisten stimuliert. 
3.1.1 Thrombin stimuliert den [3H]-Thymidineinbau: Konzentrations-
Wirkungsbeziehung 
Die Stimulation von SMC durch Thrombin resultierte in einem konzentrations- und zeitab-
hängigen Anstieg der [3H]-Thymidineinbaurate. Es wurden zunächst Thrombinkonzentrati-
onen von 1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM und 1000 nM eingesetzt. Abb. 6 
zeigt die Konzentrations-Wirkungskurve nach 24-stündiger Stimulation. Der [3H]-
Thymidineinbau ist in % angegeben, wobei sich die Werte auf eine nicht stimulierte Kon-
trolle beziehen. Proportional zur eingesetzten Thrombinkonzentration stieg die Einbaurate 
von [3H]-Thymidin. Das zeigt, dass Thrombin in Abhängigkeit von der Konzentration ei-
nen mitogenen Effekt auf BCA-SMC ausübt. Untersuchungen zur zeitlichen Kinetik des 
Thymidineinbaus ergaben, dass nach Thrombinstimulation das Maximum des [3H]-
Thymidineinbaus nach 24 h erreicht wurde. Nach 12 h zeigte sich der Beginn einer signifi-
kanten Steigerung im Vergleich zur Kontrolle. Jedoch war nach 48-stündiger Stimulation 
wieder eine basale [3H]-Thymidineinbaurate erreicht. Für alle weiteren Versuche wurde als 
Positivkontrolle für eine erfolgreiche Stimulation und zum Überprüfen der Stimulierbarkeit 
der Zellen jeweils ein Ansatz mitgeführt, in dem die Zellen mit 10 nM Thrombin stimuliert 
wurden, da dies als halbmaximale Konzentration ermittelt wurde. Dieser Wert wurde dann 




Abb. 6: Konzentrations-Wirkungskurve für den Thrombin-induzierten [3H]-Thymidinein-
bau. Mittelwerte ± SEM aus 11 verschiedenen Experimenten, durchgeführt in 
Dreifachbestimmungen, mit zwei BCA-SMC-Zelllinien. Die Zellen waren 24 h 
mit Thrombin stimuliert worden. 
3.1.2 Effekte von Thrombin und TRAP auf den [3H]-Thymidineinbau in BCA-SMC 
Synthetische Peptide, die dem neuen Aminoterminus des gespaltenen Thrombinrezeptors 
entsprechen, können ebenfalls an den Rezeptor binden und einige der Thrombineffekte 
nachahmen. Sie werden daher als Thrombinrezeptor-aktivierende Peptide (TRAP) bezeich-
net. Im Vergleich zum Thrombin wurden verschiedene TRAP untersucht. Das haTRAP, als 
high affinity TRAP bezeichnet (Feng et al., 1995), zeigte in Untersuchungen an Blutplätt-
chen eine 100fach stärkere aggregationsauslösende Wirkung als die anderen Rezeptorpep-
tide. An isolierten Gefäßpräparaten von der Arteria pulmonalis vom Schwein waren jedoch 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Rezeptorpeptiden nachzuweisen 
(Glusa, 1999). Um Speziesunterschiede als Ursache für die fehlende mitogene Wirkung der 
Rezeptorpeptide auszuschalten wurde das bovine TRAP geprüft. Außerdem wurden zwei 
unterschiedlich lange Peptide, die dem neuen Aminoterminus des gespaltenen humanen 
PAR-1 entsprechen, verwendet. Die Stimulation der SMC mit Thrombin (10 nM) resultier-
te in einem Anstieg des [3H]-Thymidineinbaus auf 252 ± 12 % verglichen mit der unstimu-
lierten Kontrolle (Abb. 7). Dagegen konnte durch Stimulation mit den Rezeptorpeptiden in 
































einer Konzentration von 100 µM keine signifikante Steigerung des [3H]-Thymidineinbaus 
erreicht werden. Um einen Aktivitätsverlust der TRAP als Ursache für die Wirkungslosig-
keit auf die [3H]-Thymidineinbaurate auszuschließen, wurde mittels Plättchenaggregations-
test gezeigt, dass TRAP auch nach einer 24-stündigen Inkubationsphase im Kulturmedium 
noch voll aktiv ist, da TRAP-haltiges Kulturmedium in der Lage ist, Thrombozyten in glei-
chem Ausmaß zu aggregieren, wie eine frisch hergestellte TRAP-Lösung gleicher Konzent-
ration. Daher kann ein Abbau von TRAP durch zellständige Peptidasen während der Inku-
bationszeiten ausgeschlossen werden. 
Die Untersuchungen zur zeitlichen Kinetik des Thymidineinbaus wurden ebenfalls mit 
TRAP-6 durchgeführt. Es wurde nachgewiesen, dass weder nach 12-stündiger noch nach 
48-stündiger Stimulation mit TRAP-6 ein signifikanter [3H]-Thymidineinbau in die SMC 
erfolgte. Das heißt, im Vergleich zum Thrombin ist auch eine zeitliche Verschiebung der 
mitogenen Wirkung auszuschließen. 
Aus diesen Ergebnissen wird geschlussfolgert, dass die verschiedenen TRAP keinen mito-




Abb. 7: Einfluss verschiedener TRAP auf den [3H]-Thymidineinbau in SMC verglichen 
mit Thrombin (10 nM) und nicht stimulierten Zellen (Kontrolle) nach 24-
stündiger Stimulation. Die TRAP wurden in einer Konzentration von 100 µM 
verwendet. Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 2-5 separaten Experimenten. 
* p < 0,05 (bezogen auf Kontrolle). 
3.1.3 Ist PAR-4 als weiterer Thrombinrezeptor an der Thrombin-induzierten DNA-
Synthese beteiligt? 
Da inzwischen vier Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) bekannt sind (PAR-1, PAR-2, 
PAR-3 und PAR-4) (Vu et al., 1991a; Nystedt et al., 1994; Ishihara et al., 1997; Xu et al., 
1998), besteht die Möglichkeit, dass noch ein weiterer Thrombinrezeptor an der Thrombin-
induzierten DNA-Synthese beteiligt ist. PAR-2 wird nicht durch Thrombin, sondern durch 
Trypsin aktiviert und wurde deshalb nicht weiter untersucht. Außer PAR-1 kann auch 
PAR-4 durch synthetische Peptide, deren Sequenzen denen der neugebildeten Aminotermi-
ni der Rezeptoren entsprechen, aktiviert werden. Für PAR-3 wurde solch ein Peptid nicht 



































































PAR-4 an der Thrombin-induzierten Mitogenese in BCA-SMC mit beteiligt ist, da kürzlich 
von Bretschneider et al. (2001) beschrieben wurde, dass PAR-4 in humanen Gefäßmuskel-
zellen funktionell aktiv ist. Das synthetische Peptid GYPGQV fungiert als Agonist für 
PAR-4, wird aber in Konzentrationen von 200-500 µM benötigt. In Strukturaktivitätsanaly-
sen von PAR-4-Peptiden zeigten Faruqi et al. (2000), dass das Peptid AYPGKF zehnfach 
wirksamer als GYPGQV ist, und im Gegensatz zu diesem eine PAR-4-vermittelte Reaktion 
in der Stärke wie Thrombin auslösen kann. Deshalb wurde das Peptid AYPGKF verwendet 
und geprüft, ob es einen Einfluss auf die Thrombin-induzierte [3H]-Thymidineinbaurate 
ausübt. In den Konzentrationen 100 µM und 500 µM steigerte das Peptid die Einbaurate 
nicht, auch nicht nach gemeinsamer Gabe mit dem PAR-1 Peptid TRAP-6 (100 µM) 
(Abb. 8). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass BCA-SMC wahrscheinlich keinen funk-
tionell aktiven PAR-4 besitzen. 
Abb. 8: [3H]-Thymidineinbau in SMC induziert durch Thrombin (Thr; 10 nM), TRAP-6 
(100 µM) und PAR-4-Peptid verglichen mit nicht stimulierten Zellen (Kontrolle, 
Ko) nach 24-stündiger Stimulation. Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 se-
































3.1.4 Effekte eines p38-MAPK-Inhibitors auf den Thrombin-induzierten [3H]-
Thymidineinbau 
Um zu untersuchen, welche Signaltransduktionswege an der mitogenen Thrombinwirkung 
beteiligt sind, wurde zunächst überprüft, ob die Hemmung der p38-MAPK einen Einfluss 
auf den Thrombin-induzierten [3H]-Thymidineinbau ausübt. Dazu wurden die BCA-SMC 
1 h vor Stimulation mit 10 nM Thrombin mit dem p38-MAPK-Inhibitor SB202190 in ver-
schiedenen Konzentrationen vorinkubiert. Zunächst wurde der Inhibitor in den Konzentra-
tionen 10 µM, 30 µM und 100 µM getestet, wobei jeweils ein Ansatz pro Konzentration 
mitgeführt wurde, in dem nur der Inhibitor zu den Zellen gegeben worden war, um eine 
eventuelle Eigenwirkung - entweder des Inhibitors oder des verwendeten Lösungsmittels 
(DMSO) - erkennen zu können. Es wurden auch Kontrollen durchgeführt, in denen nur das 
Lösungsmittel DMSO zu den Zellen gegeben wurde. DMSO (in Konzentrationen bis 
0,1 %) zeigte keinen Einfluss auf den Thrombin-induzierten [3H]-Thymidineinbau. 
Bei Konzentrationen ab 30 µM wurde bereits ein erheblicher Eigeneffekt des Inhibitors 
festgestellt, der den [3H]-Thymidineinbau auf eine kaum noch meßbare Rate reduzierte. Es 
wurde festgestellt, dass sich die Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 30 µM SB202190 
abgekugelt hatten und abgelöst im Medium schwammen, weshalb von toxischen Einflüssen 
dieser Substanz (in entsprechend hohen Konzentrationen) auf die Zellen ausgegangen wird 
(Abb. 9). 
Überraschenderweise konnte in den mit 5 µM SB202190 behandelten Proben ein signifi-
kant erhöhter [3H]-Thymidineinbau von 182 % im Vergleich zu den nicht behandelten Zel-
len (Kontrolle) gemessen werden. Das lässt vermuten, dass die Substanz SB202190 in einer 
Konzentration von 5 µM einen stimulierenden Einfluss auf die Zellen ausübt. Dieser Effekt 
ließ sich auch in einer Konzentration von 1 µM noch nachweisen. Aus diesen Versuchen 
lässt sich keine Aussage treffen, ob die Hemmung der p38-MAPK durch SB202190 die 




Abb. 9: Einfluss des p38-MAPK-Inhibitors SB202190 auf den Thrombin-induzierten 
[3H]-Thymidineinbau, verglichen mit nicht stimulierten Zellen (Kontrolle). Die 
Zellen waren 1 h vor der 24-stündigen Stimulation mit Thrombin (Thr) mit dem 
Inhibitor vorinkubiert worden. Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 3-5 unab-
hängigen Experimenten mit drei verschiedenen Zelllinien. * p < 0,05 bezogen 
auf Kontrolle, # p < 0,05 bezogen auf Thrombinstimulation. 
3.1.5 Einfluss eines PDGF-Antikörpers auf den Thrombin-induzierten [3H]-
Thymidineinbau 
In der Literatur ist beschrieben, dass etwa 30 % der mitogenen Thrombinwirkung an SMC 
der Ratten-Aorta über PDGF, welches durch Thrombin freigesetzt wird, zustande kommen 
(Stouffer et al., 1993). Es sollte überprüft werden, ob sich diese Aussage bei BCA-SMC 
bestätigen lässt. Dazu wurde ein Antikörper gegen PDGF eingesetzt, der die PDGF-
Isoformen PDGF-AA, PDGF-BB und PDGF-AB neutralisieren kann. Als Negativkontrol-
len galten nichtbehandelte Zellen (Kontrolle) und Zellen, die mit dem Antikörper 
(10 µg/ml) alleine inkubiert worden waren. Die Stimulation mit Thrombin (10 nM) oder 








































































































[3H]-Thymidineinbaus auf 221 % bzw. 175 %). Die neutralisierende Wirkung des Antikör-
pers zeigte sich darin, dass die stimulierende Wirkung von PDGF-BB (5 ng/ml) vollständig 
aufgehoben wurde. Die 30-minütige Vorbehandlung der SMC mit dem anti-PDGF-AK 
(10 µg/ml) vor der Stimulation mit Thrombin (10 nM) hatte keinen Einfluss auf den [3H]-
Thymidineinbau (Abb. 10). 
Abb. 10: [3H]-Thymidineinbau (in % Kontrolle) nach 30-minütiger Inkubation der Zellen 
mit 10 µg/ml anti-PDGF-AK vor der Stimulation mit Thrombin (Thr; 10 nM) 
oder PDGF-BB (5 ng/ml). Mittelwerte ± SEM aus drei unabhängigen Experi-
menten mit zwei unterschiedlichen Zelllinien. * p < 0,05 bezogen auf Kontrolle, 
# p < 0,05 bezogen auf PDGF-Stimulation. 
Aufgrund dieser Ergebnisse ist PDGF als autokriner Wachstumsfaktor beim Thrombin-









































3.2 Effekte von Thrombin und TRAP auf die Phosphorylierung der 
p44/42-MAP-Kinase in glatten Muskelzellen 
Die Aktivierung der MAPK ist ein entscheidender Schritt für die zelluläre Proliferation 
(Payne et al., 1991). Voraussetzung für diese Aktivierung ist die Phosphorylierung der 
MAPK an einem Threonin- und einem Tyrosin-Rest, welche durch einen Glutaminsäurerest 
getrennt werden. Um die Aktivität von endogenen MAPK als Antwort auf GPCR-Liganden 
zu bestimmen, ist daher die Verwendung von anti-phospho-MAPK-spezifischen Antikör-
pern eine geeignete Methode. An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass die p42-MAPK 
in BCA-SMC die vorherrschende MAPK-Isoform darstellt (Skaletz-Rorowski et al., 1999). 
Sowohl Thrombin (10 nM) als auch TRAP (100 µM) bewirkten eine zeitabhängige Akti-
vierung der p44/42-MAPK in BCA-SMC, wie im Western Blot gezeigt wurde (Abb. 11). 
TRAP stimulierte die p44/42-MAPK schwächer als Thrombin. Das Aktivierungsmaximum 
durch Thrombin erschien nach 20 min, das durch TRAP bereits nach 10 min. Danach fiel 
die MAP-Kinase-Aktivität kontinuierlich ab. Auch bei einer Stimulationsdauer bis zu 24 h 
stieg die Aktivität nicht erneut an. In Abb. 11 ist der Verlauf der p44/42-MAPK-
Aktivierung in einem Zeitraum von 5 min bis 240 min gezeigt. Die Zellen waren entweder 
mit Thrombin oder mit TRAP für jeweils 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 120 min 
und 240 min stimuliert worden. Als Vergleich dienten nicht stimulierte Zellen (0 = 
Kontrolle). Dieser Versuch wurde mit einem spezifischen Antikörper gegen die 




Abb. 11: Zeitabhängige Stimulation der p44/42-MAPK durch Thrombin (10 nM) und 
TRAP-6 (100 µM) nachgewiesen mittels Western Blot. Die Zellen waren stimu-
liert und anschließend lysiert worden. Die Zellysate wurden auf einem 10 %igen 
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, die Proteine auf eine PVDF-Membran trans-
feriert und mit dem ECL-Kit sichtbar gemacht. Das Molekulargewicht der aufge-
trennten Proteine wurde aus der Wanderungsstrecke von Standard-Proteinen ab-
geschätzt. Der Film wurde für 10 min exponiert. Das gezeigte Ergebnis ist reprä-
sentativ für sechs unabhängige Experimente mit gleichem Resultat. 
3.3 Einfluss der MAPKK (MEK)-Inhibitoren PD98059 und U0126 auf 
die Thrombin-induzierte DNA-Synthese und die p44/42-MAPK-
Phosphorylierung durch Thrombin und TRAP 
Da die p44/42-MAPK eine wichtige Schaltstelle in der Signaltransduktion bei der Mitoge-
nese sind (Payne et al., 1991), wurde dieser Signaltransduktionsweg beispielhaft unter-
sucht. Es wurde geprüft, ob die p44/42-MAPK durch die MAPK-Kinase (MEK) reguliert 
wird. Da dieser regulatorische Weg bereits für viele verschiedene Zelltypen gezeigt werden 
konnte (Widmann et al., 1999), wurde angenommen, dass die p44/42-MAPK-Aktivierung 
durch Thrombin in BCA-SMC ebenfalls durch die MEK erfolgt. Daher wurden die zell-
permeablen MEK-Inhibitoren PD98059 und U0126 eingesetzt, um diese Annahme zu be-
stätigen. Wenn also, wie angenommen, die MEK in der Signaltransduktionskaskade der 
p44/42-MAPK vorgeschaltet ist, so stellt deren Hemmung eine Möglichkeit dar, die Betei-
ligung dieses Signalweges am Thrombin-induzierten mitogenen Effekt und dadurch erhöh-
ten [3H]-Thymidineinbau zu untersuchen. Zunächst wurde der Einfluss des Inhibitors 
PD98059 getestet. Die Spezifität von PD98059 wurde durch Alessi et al. (1995) sowohl in 
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PD98059 wurde in Konzentrationen von 0,3 µM, 1 µM und 3 µM 1 h vor Stimulation der 
Zellen mit Thrombin (10 nM) zugegeben. Die Ergebnisse für den [3H]-Thymidineinbau 
sind in Abb. 12 gezeigt. 
Abb. 12: Thrombin-induzierter [3H]-Thymidineinbau (in % Kontrolle) nach Hemmung mit 
verschiedenen Konzentrationen des MEK-Inhibitors PD98059. Die Zellen waren 
1 h vor Stimulation mit Thrombin (Thr; 10 nM) mit dem Inhibitor vorinkubiert 
worden. Mittelwerte ± SEM aus fünf verschiedenen Experimenten mit vier un-
terschiedlichen Zelllinien. * p < 0,05 bezogen auf die Kontrolle; # p < 0,05 bezo-
gen auf Thrombinstimulation. 
Auch hier konnte ein leicht stimulierender Effekt der niedrigen Konzentrationen (0,3 µM 
und 1 µM) festgestellt werden. Nur bei einer Konzentration von 3 µM wurde die [3H]-
Thymidineinbaurate von 240 %, die durch Thrombin (10 nM) ausgelöst wurde, auf 169 % 
signifikant vermindert (p< 0,05). 
Der MEK-Inhibitor U0126 ist stärker wirksam, hat einen niedrigeren IC50-Wert als 
PD98059 und ist in Zellkultur weniger toxisch. Er wurde daher zusätzlich mit in die Unter-
suchungen einbezogen. Die einstündige Vorbehandlung der SMC mit U0126, ebenfalls in 
den Konzentrationen 0,3 µM, 1 µM und 3 µM, verursachte eine Abnahme des Thrombin-







































abnehmende Einbaurate gemessen wurde (Abb. 13). Dies zeigt, dass die p44/42-MAPK-
Kaskade an der mitogenen Wirkung des Thrombins beteiligt ist. 
Abb. 13: Thrombin-induzierter [3H]-Thymidineinbau (in % Kontrolle) nach Hemmung mit 
verschiedenen Konzentrationen des MEK-Inhibitors U0126. Die Zellen waren 
1 h vor Stimulation mit Thrombin (Thr; 10 nM) mit dem Inhibitor vorinkubiert 
worden. Mittelwerte ± SEM aus sechs unabhängigen Experimenten mit vier un-
terschiedlichen Zelllinien. * p < 0,05 bezogen auf die Kontrolle; # p < 0,05 bezo-
gen auf Thrombinstimulation. 
Auch mittels Western Blot wurde untersucht, ob die p44/42-MAPK durch die MAPK-
Kinase (MEK) reguliert wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Thrombin- bzw. TRAP-
induzierte p44/42-MAPK-Phosphorylierung durch einstündige Vorbehandlung der Zellen 
mit dem MAPKK-Inhibitor PD98059 in einer Konzentration von 3 µM vermindert wurde 
(Abb. 14). PD98059 hemmte signifikant die Thrombin-bedingte Aktivierung der MAPK 
nach 20 min und 30 min und die durch TRAP induzierte MAPK-Aktivierung nach 10 min 










































Abb. 14: Zeitabhängige Stimulation der p44/42-MAPK durch Thrombin (10 nM) und 
TRAP-6 (100 µM) und Hemmung durch PD98059 (3 µM). Der Inhibitor war 1 h 
vor Stimulation auf die Zellen gegeben worden. links: Spur 1: nicht-stimulierte 
Zellen (Kontrolle), Spur 2: nicht-stimuliert, aber mit PD vorbehandelt, Spur 3: 
20 min stimuliert, Spur 4: 20 min stimuliert u. mit PD vorbehandelt, Spur 5: 
30 min stimuliert, Spur 6: 30 min stimuliert u. mit PD vorbehandelt, Spur 7: 
nicht-stimulierte Zellen (Kontrolle), Spur 8: nicht-stimuliert, aber mit PD vorbe-
handelt. 
rechts: Spur 1: nicht-stimulierte Zellen (Kontrolle), Spur 2: nicht-stimuliert, aber 
mit PD vorbehandelt, Spur 3: 10 min stimuliert, Spur 4: 10 min stimuliert u. mit 
PD vorbehandelt, Spur 5: 20 min stimuliert, Spur 6: 20 min stimuliert u. mit PD 
vorbehandelt, Spur 7: nicht-stimulierte Zellen (Kontrolle), Spur 8: nicht-
stimuliert, aber mit PD vorbehandelt. Das gezeigte Ergebnis ist repräsentativ für 
drei unabhängige Experimente mit gleichem Resultat. 
Ebenfalls wurde sowohl die Thrombin- als auch die TRAP-induzierte MAPK-Aktivierung 
vollständig durch den MAPKK-Inhibitor U0126 blockiert (Abb. 15). Das heißt, dass weder 
Thrombin noch TRAP die p44/42-MAPK-Phosphorylierung in U0126-behandelten Zellen 
stimulieren konnten. Diese Experimente zeigen, dass die MAPK-Aktivierung über die 
MEK erfolgt. Weiterhin kann aus diesen Ergebnissen festgestellt werden, dass für die mi-
togene Wirkung eine Aktivierung der p44/42 MAPK zwar essentiell, aber nicht allein aus-
reichend ist, da dieser Schritt der Signalkaskade sowohl bei Thrombin als auch bei TRAP 
gleich ist, aber nur durch Thrombin ein [3H]-Thymidineinbau bewirkt wird. 
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Abb. 15: Hemmung der Thrombin- bzw. TRAP-6-induzierten p44/42-MAPK-Aktivierung 
durch den MAPKK-Inhibitor U0126 (3µM). Der Inhibitor war 1 h vor Stimulati-
on mit 10 nM Thrombin bzw. 100 µM TRAP-6 auf die Zellen gegeben worden. 
Spur 1: nicht-stimulierte Zellen (Kontrolle), Spur 2: 20 min Thrombin-stimuliert, 
Spur 3: U0126 vorbehandelt und 20 min Thrombin-stimuliert, Spur 4: 10 min 
TRAP-6-stimuliert, Spur 5: U0126 vorbehandelt und 10 min TRAP-6-stimuliert. 
Das gezeigte Ergebnis ist repräsentativ für drei unabhängige Experimente mit 
gleichem Resultat. 
3.4 Einfluss eines bFGF-Antikörpers auf den Thrombin-induzierten 
[3H]-Thymidineinbau und die Thrombin- bzw. TRAP-vermittelte 
p44/42-MAPK-Phosphorylierung 
Nachdem eine eventuelle PDGF-Beteiligung an der mitogenen Wirkung des Thrombins 
ausgeschlossen wurde, untersuchten wir, ob als weiteres endogenes Mitogen in BCA-SMC 
der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) in Betracht kommt. Deshalb wurden 
die Zellen vor der Stimulation 30 min mit einem neutralisierenden Antikörper gegen bFGF 
vorinkubiert und danach der Thrombin-induzierte Thymidineinbau gemessen (Abb. 16A), 
bzw. die MAPK-Phosphorylierung mittels Western Blot bestimmt (Abb. 16B). Als Positiv-
kontrolle wurde bei beiden Versuchen ein bFGF-stimulierter Ansatz mitgeführt. 
Der Antikörper hemmte erwartungsgemäß den bFGF-induzierten Thymidineinbau. Es zeig-
te sich auch eine signifikante Hemmung der Thrombin-induzierten Thymidineinbaurate 
durch diesen Antikörper. Daher wurde angenommen, dass endogen freigesetzter bFGF am 
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Abb. 16: Einfluss eines anti-bFGF-Antikörpers auf DNA-Synthese und p44/42-MAPK-
Phosphorylierung nach 30-minütiger Vorinkubation der Zellen mit 10 µg/ml an-
ti-bFGF-AK vor Stimulation mit Thrombin (Thr; 10 nM), bFGF (1 ng/ml) bzw. 
TRAP-6 (100 µM). (A) [3H]-Thymidineinbaurate verglichen mit nicht stimulier-
ten Zellen (Kontrolle) nach 24-stündiger Stimulation. Daten sind Mittelwerte ± 
SEM aus sechs unabhängigen Experimenten mit sechs unterschiedlichen Zellli-
nien. * p < 0,05 bezogen auf Kontrolle, ** p < 0,05 bezogen auf Thrombinstimu-
lation, # p < 0,05 bezogen auf bFGF-Stimulation. (B) p44/42-MAPK-
Aktivierung nach Thrombinstimulation (20 min), bFGF-Stimulation (10 min) 
bzw. TRAP-6-Stimulation (10 min). Spur 1: nicht-stimulierte Zellen (Kontrolle), 
Spur 2: AK vorbehandelt, Spur 3: bFGF-stimuliert, Spur 4: AK vorbehandelt und 
bFGF-stimuliert, Spur 5: Thrombin-stimuliert, Spur 6: AK vorbehandelt und 
Thrombin-stimuliert, Spur 7: Kontrolle, Spur 8: TRAP-6-stimuliert, Spur 9: AK 
vorbehandelt und TRAP-6-stimuliert. Das gezeigte Ergebnis ist repräsentativ für 
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Auch mittels Western Blot wurde ein hemmender Einfluss des anti-bFGF-Antikörpers 
nachgewiesen. Allerdings wird nicht nur die Thrombin-, TRAP- oder bFGF-induzierte 
MAPK-Phosphorylierung abgeschwächt, sondern auch die basale MAPK-Phosphory-
lierung. Dies spricht für eine grundsätzliche bFGF-Beteiligung, die höchstens noch durch 
Thrombin- bzw. TRAP verstärkt werden könnte. 
Da nach den vorliegenden Untersuchungen bFGF an der Thrombin-induzierten Mitogenese 
beteiligt sein kann, wurden in diesem Zusammenhang Experimente mit konditioniertem 
Medium von stimulierten BCA-SMC durchgeführt. Dazu waren zunächst Zellen mit 
Thrombin (10 nM) oder TRAP-6 (100 µM) für 24 h stimuliert worden. Das Medium von 
diesen Zellen, welches nun als “konditioniertes Medium” (CM) bezeichnet wird, wurde 
anschließend auf unstimulierte Zellen, wiederum für 24 h, gegeben und nachfolgend die 
[3H]-Thymidineinbaurate gemessen. Als Vergleichswerte für die Wirkung dieses konditio-
nierten Mediums wurde Medium von nicht stimulierten Zellen auf unstimulierte Zellen 
gegeben. Alle Werte beziehen sich auf eine nicht stimulierte Kontrolle (Abb. 17). 
Es wurde festgestellt, dass bereits das konditionierte Medium von nicht stimulierten Kon-
trollzellen eine erhebliche Steigerung der [3H]-Thymidineinbaurate hervorrief. Ebenso 
stark war die Wirkung von TRAP-6-konditioniertem Medium. CM von Thrombin-
stimulierten Zellen stimulierte wesentlich stärker, wobei dieser Effekt durch Hirudin 
(10 ATE/ml) stark gehemmt wurde. Dies zeigt eine Wirkung von noch vorhandenem akti-
ven Thrombin an. Eine noch stärkere Hemmung wurde durch gemeinsame Vorinkubation 
von Hirudin und einem neutralisierenden anti-bFGF-Antikörper vor Zugabe von Thrombin-
CM erreicht. 
Diese Ergebnisse lassen die Schlußfolgerung zu, dass bereits eine basale bFGF-Produktion 
der Zellen, unabhängig von einer Stimulation, stattfindet. Thrombin ist, im Gegensatz zu 
TRAP, in der Lage, den Effekt vom ohnehin produzierten bFGF zu potenzieren 





Abb. 17: [3H]-Thymidineinbau (in % Kontrolle) nach 24-stündiger Inkubation der Zellen 
mit konditioniertem Medium (CM) im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle 
(Ko) und Thrombinstimulation (Thr). Hirudin (Hir; 10 ATE/ml) wurde 30 min 
vor der Stimulation zugegeben. Mittelwerte ± SEM aus sechs unabhängigen Ex-
perimenten mit drei unterschiedlichen Zelllinien. * p < 0,05 bezogen auf die 
Kontrolle; # p < 0,05 bezogen auf CM Thr. 
Um eindeutig zu klären, ob durch Thrombin oder eventuell auch durch TRAP eine bFGF-
Freisetzung bewirkt wird, wurden die Zellen zunächst wieder 24 h mit Thrombin (10 nM) 
bzw. TRAP-6 (100 µM) oder PBS als Kontrolle stimuliert und anschließend im so konditi-
onierten Medium die Konzentration von bFGF mittels ELISA bestimmt. Die Meßwerte 
lagen allesamt im Bereich zwischen 0 und 10 pg/ml. Das bedeutet, dass keine nennenswerte 





























































3.5 Effekte des spezifischen EGF-Rezeptor-Inhibitors AG1478 auf den 
Thrombin-induzierten [3H]-Thymidineinbau und die Thrombin- 
bzw. TRAP-vermittelte p44/42-MAPK-Phosphorylierung 
Der mitogene Effekt des Thrombins könnte auch über den EGF-Rezeptor (EGF-R) vermit-
telt werden. Dieser Prozess wird als Transaktivierung beschrieben (Daub et al., 1996). 
Auch neuere Erkenntnisse belegen, dass Thrombin in SMC über eine Transaktivierung des 
EGF-R mitogen wirkt (Kanda et al., 2001a), die möglicherweise durch den heparin binding 
EGF-like growth factor (HB-EGF) vermittelt wird (Kalmes et al., 2000; Prenzel et al., 
1999). Daher sollte überprüft werden, ob dieser Zusammenhang auch bei BCA-SMC nach-
gewiesen werden kann. Zur Ausschaltung des EGF-R wurde ein spezifischer Inhibitor der 
EGFR-Tyrosinkinase, das AG1478 (Osherov & Levitzki, 1994), genutzt. Zunächst wurde 
dessen Einfluss auf den Thrombin-induzierten [3H]-Thymidineinbau untersucht. Wie 
Abb. 18 zeigt, hemmte AG1478 die DNA-Synthese nicht konzentrationsabhängig. In Kon-
zentrationen ab 10 µM zeigte die Substanz in den Kontrollansätzen ohne Thrombinzugabe 
eine derartig starke Reduktion der [3H]-Thymidineinbaurate, so dass ein toxischer Effekt zu 
vermuten ist und man von einer unspezifischen Wirkung ausgehen kann. Der stimulierende 
Effekt von EGF (10 ng/ml) wurde dagegen vollständig durch AG1478 (2 µM) aufgehoben, 




Abb. 18: Einfluss des EGF-Rezeptor-Inhibitors AG1478 auf den Thrombin-induzierten 
[3H]-Thymidineinbau, verglichen mit nicht stimulierten Zellen (Kontrolle, Ko). 
Die Zellen waren 1 h vor der 24-stündigen Stimulation mit Thrombin (Thr; 
10 nM) bzw. EGF (10 ng/ml) mit dem Inhibitor vorinkubiert worden. Daten sind 
Mittelwerte ± SEM von n = 3-8 unabhängigen Experimenten mit drei verschie-
denen Zelllinien. * p < 0,05 bezogen auf Ko; ** p < 0,05 bezogen auf Thr; # p < 
0,05 bezogen auf Ko, ## p < 0,05 bezogen auf EGF. 
Im Western Blot wurde ebenfalls nachgewiesen, dass die Thrombin- oder TRAP-6-
induzierte p44/42-MAPK-Aktivierung nicht durch eine Vorbehandlung der Zellen mit 
AG1478 (2µM) vor der 20-minütigen Thrombin- bzw.10-minütigen TRAP-6-Stimulation 
hemmbar war (Abb. 19). Im Gegensatz dazu wurde die EGF (100 ng/ml)-vermittelte 
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Abb. 19: Der spezifische EGFR-Inhibitor AG1478 (2µM) hat keinen Einfluss auf die 
Thrombin- bzw. TRAP-induzierte p44/42-MAPK-Aktivierung. Der Inhibitor war 
1 h vor Stimulation mit 10 nM Thrombin (Thr) bzw. 100 ng/ml EGF bzw. 
100 µM TRAP-6 auf die Zellen gegeben worden. Spur 1: nicht-stimulierte Zellen 
(Kontrolle), Spur 2: AG1478 vorbehandelt, Spur 3: 5 min stimuliert mit EGF, 
Spur 4: AG1478 vorbehandelt und 5 min mit EGF stimuliert, Spur 5: 20 min mit 
Thrombin stimuliert, Spur 6: AG1478 vorbehandelt und 20 min mit Thrombin 
stimuliert, Spur 7: 10 min mit TRAP stimuliert, Spur 8: AG1478 vorbehandelt 
und 10 min mit TRAP stimuliert. Das gezeigte Ergebnis ist repräsentativ für fünf 
unabhängige Experimente mit gleichem Resultat. 
3.6 Rolle der PI3-Kinase bei der p44/42-MAPK-Aktivierung und der 
Thrombin-induzierten DNA-Synthese 
Die PI3-Kinase generiert second messengers durch Phosphorylierung von Phosphoinositi-
den und gibt Signale über die Proteinkinase C, die p70-S6-Kinase und die Akt-Kinase wei-
ter (Toker & Cantley, 1997). Vor einiger Zeit wurde die Beteiligung der PI3-Kinase in der 
Verbindung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit der Aktivierung der p44/42-MAPK 
gezeigt (Lopez-Ilasaca et al., 1997; Keffel et al., 1999). Deshalb war von Interesse, ob die 
PI3-Kinase auch an der Aktivierung der p44/42-MAPK durch Thrombin und TRAP und an 
der Thrombin-induzierten DNA-Synthese in BCA-SMC beteiligt ist. Um diese Möglichkeit 
zu untersuchen, wurde der spezifische PI3-Kinase-Inhibitor LY294002 eingesetzt. Die Zel-
len wurden zunächst 1 h mit LY294002 in einer Konzentration von 3 µM bei 37°C vorin-
kubiert, bevor sie 20 min mit Thrombin (10 nM) bzw. 10 min mit TRAP-6 (100 µM) stimu-
liert wurden. Abb. 20 zeigt, dass LY294002 keinen signifikanten Effekt weder auf die basa-
le noch auf die Thrombin- bzw. TRAP-induzierte p44/42-MAPK-Phosphorylierung hat. 













Abb. 20: Einfluss des PI3-Kinase-Inhibitors LY294002 auf die MAPK-Phosphorylierung 
induziert durch Thrombin (Thr; 10 nM; 20 min) bzw. TRAP-6 (100 µM; 
10 min). Spur 1: nicht-stimulierte Zellen (Kontrolle), Spur 2: LY294002 
vorbehandelt, Spur 3: Thrombin stimuliert, Spur 4: LY294002 vorbehandelt und 
Thrombin stimuliert, Spur 5: TRAP stimuliert, Spur 6: LY294002 vorbehandelt 
und TRAP stimuliert. Das gezeigte Ergebnis ist repräsentativ für drei unabhängi-
ge Experimente mit gleichem Resultat. 
Allerdings scheint die PI3-Kinase an der Thrombin-induzierten DNA-Synthese beteiligt zu 
sein, da LY294002 in den Konzentrationen von 1 µM bis 10 µM den [3H]-Thymidineinbau 
signifikant reduzierte (Abb. 21). 
Zur Positivkontrolle wurden die Zellen mit EGF (10 ng/ml) stimuliert, da bekannt ist, dass 
die PI3-Kinase in die Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren, wie EGF, eingeschaltet 
ist (Krymskaya et al., 1999; Bancroft et al., 2002). Wie erwartet, wurde die EGF-induzierte 
[3H]-Thymidineinbaurate signifikant durch LY294002 in den Konzentrationen von 1 µM 
bis 10 µM vermindert (Abb. 21). 












Abb. 21: Einfluss des PI3-Kinase-Inhibitors LY294002 auf die Thrombin- bzw. EGF-
induzierte DNA-Synthese. Die Zellen waren 1 h mit LY294002 vorbehandelt 
und dann mit Thrombin (10 nM) bzw. EGF (10 ng/ml) oder PBS als Kontrolle 
stimuliert worden. Gezeigt ist die [3H]-Thymidineinbaurate verglichen mit nicht 
stimulierten Zellen (Kontrolle, Ko) nach 24-stündiger Stimulation. Daten sind 
Mittelwerte ± SEM von n = 5 separaten Experimenten mit drei verschiedenen 
Zelllinien. * p < 0,05 bezogen auf Kontrolle, ** p < 0,05 bezogen auf Thr; # p < 
0,05 bezogen auf EGF. 
3.7 Beteiligung Pertussis-Toxin (PTX)-sensitiver G-Proteine am 
mitogenen Signalweg von Thrombin 
Thrombin ist in der Lage, in verschiedenen Zelltypen mit unterschiedlichen G-Proteinen zu 
interagieren, da der Thrombinrezeptor PAR-1 mindestens an drei verschiedene G-Proteine 
(G12/13, Gq und Gi) gekoppelt sein kann (Hung et al., 1992; Offermanns et al., 1994; Barr et 
al., 1997; Hollenberg & Compton, 2002). Es ist bekannt, dass bei Fibroblasten die mitoge-
ne Wirkung von Thrombin durch einen PTX-empfindlichen Schritt limitiert wird 
(Chambard et al., 1987; van Corven et al., 1993). Auch in Endothelzellen stimuliert 
Thrombin die DNA-Synthese über die Aktivierung von Gi (Ellis et al., 1999). In humanen 
Gefäßmuskelzellen sind ebenfalls PTX-sensitive Gi-Proteine an der Weiterleitung des 











 -       +       +        +
LY     1       3       10µM
 -        +        +       +       +       +






























che G-Proteine in die Thrombin-induzierte Mitogenese in BCA-SMC eingeschaltet sind. 
Durch Vorbehandlung der Zellen mit PTX lassen sich diese G-Proteine eingrenzen. PTX 
katalysiert die ADP-Ribosylierung eines Cysteinrestes an der Position 4 vom C-Terminus 
der meisten Gα-Untereinheiten der Gi-Familie. Dadurch wird die Kopplung der G-Proteine 
an den Rezeptor gehemmt (Fields & Casey, 1997). Die Zellen wurden bis zu 24 h mit PTX 
in den Konzentrationen von 100 ng/ml bis 500 ng/ml vorinkubiert und anschließend mit 
Thrombin stimuliert. Diese Behandlung der Zellen führte weder zu einer Veränderung der 
[3H]-Thymidineinbaurate nach Stimulation mit Thrombin (Abb. 22), noch zu einer Hem-
mung der Thrombin- und TRAP-induzierten p44/42-MAPK-Aktivierung nach 24-stündiger 
Vorinkubation mit PTX 200 ng/ml (Abb. 23). 
Abb. 22: Pertussis Toxin (PTX) zeigt keinen signifikanten Einfluss auf den Thrombin-
induzierten [3H]-Thymidineinbau, verglichen mit nicht stimulierten Zellen (Kon-
trolle, Ko). Die Zellen waren bis zu 24 h vor Stimulation mit Thrombin (Thr/T) 
mit PTX vorinkubiert worden. Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 4-8 unab-
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Abb. 23: PTX zeigt keinen Einfluss auf die p44/42-MAPK-Aktivierung. Die Zellen wur-
den für 24 h mit PTX (200 ng/ml) vorinkubiert. Danach wurden die Zellen mit 
Thrombin (Thr, 10 nM) bzw. TRAP-6 (100 µM) für 20 bzw. 10 min stimuliert. 
Spur 1: nicht-stimulierte Zellen (Kontrolle, Ko), Spur 2: nur PTX vorbehandelt, 
Spur 3: Thrombin stimuliert, Spur 4: PTX vorbehandelt und Thrombin stimuliert, 
Spur 5: TRAP stimuliert, Spur 6: PTX vorbehandelt und TRAP stimuliert. Das 
gezeigte Ergebnis ist repräsentativ für fünf unabhängige Experimente mit glei-
chem Resultat. 
Auch durch Untersuchung der PTX-katalysierten ADP-Ribosylierung von Gi-Proteinen aus 
Membranen von BCA-SMC wurde kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrolle 
und den mit Thrombin bzw. TRAP behandelten SMC nachgewiesen. Mit diesem Versuch 
wurde bestätigt, dass das verwendete PTX aktiv ist und die vorhandenen Gi-Proteine 
vollständig gehemmt wurden. Da aber in Gegenwart von PTX sowohl die DNA-Synthese 
als auch die p44/42-MAPK-Aktivierung unbeeinflusst blieb, können diese Wirkungen nicht 
über Gi-Proteine zustande gekommen sein. Diese Resultate zeigen, dass der Thrombinre-
zeptor PAR-1 in BCA-SMC ein PTX-insensitives G-Protein aktiviert. 
3.8 Einfluss von Thrombin und TRAP-6 auf den cAMP-Spiegel 
Da bekanntlich eine Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels antimitogen wirkt 
(Kanthou et al., 1996; Stork & Schmitt, 2002) und die Proliferation arterieller SMC’s 
hemmt (Rybalkin & Bornfeldt, 1999; Koyama et al., 2001), wurde die Wirkung von 
Thrombin und TRAP auf die zellulären cAMP-Spiegel untersucht. Im Umkehrschluß wur-
de vermutet, dass Thrombin seine mitogene Wirkung über eine Reduzierung des intrazellu-
lären cAMP entfaltet. Für Fibroblasten wurde allerdings beschrieben, dass TRAP ebenso 
wie Thrombin die Adenylatzyklase hemmt (Vouret-Craviari et al., 1992). 
In Abb. 24 und 25 sind die intrazellulären cAMP-Spiegel (in pmol cAMP pro mg Protein) 













Gegenwart des Phosphodiesterasehemmers IBMX (0,1 mM) durchgeführt, so dass Verän-
derungen im zellulären cAMP-Gehalt auf eine verminderte Aktivität der Adenylatzyklase 
und nicht auf eine veränderte PDE-Aktivität zurückzuführen sind. Die Zellen waren entwe-
der mit Forskolin (1 µM) oder Prostaglandin E1 (5 µM), welche die Adenylatzyklase über 
unterschiedliche Mechanismen aktivieren, stimuliert worden. Daher war es möglich, den 
Einfluss von Thrombin bzw. TRAP-6 sowohl auf den basalen, als auch auf den erhöhten 
cAMP-Spiegel zu bestimmen. Der cAMP-Gehalt war mittels Radioimmunoassay (RIA) 
bestimmt worden. 
Abb. 24: cAMP-Spiegel nach Stimulation von BCA-SMC mit Forskolin (1 µM), Throm-
bin (Thr; 10 nM) und TRAP-6 (100µM). Die 30-minütige Stimulation wurde in 
serumfreiem Medium in Gegenwart von IBMX (0,1 mM) durchgeführt. An-
schließend wurden die Zellen abgeschabt und der cAMP-Gehalt mittels Radi-
oimmunoassay bestimmt. Mittelwerte ± SEM aus sechs unabhängigen Experi-
menten mit drei unterschiedlichen Zelllinien. 
























Abb. 25: cAMP-Spiegel nach Stimulation von BCA-SMC mit PGE1 (5 µM), Thrombin 
(Thr; 10 nM) und TRAP-6 (100µM). Die 30-minütige Stimulation wurde in se-
rumfreiem Medium in Gegenwart von IBMX (0,1 mM) durchgeführt. Anschlie-
ßend wurden die Zellen abgeschabt und der cAMP-Gehalt mittels Radioimmu-
noassay bestimmt. Mittelwerte ± SEM aus sechs unabhängigen Experimenten 
mit drei unterschiedlichen Zelllinien. 
Weder bei den Forskolin- oder PGE1-vorbehandelten Zellen noch bei den nicht stimulierten 
Zellen konnte ein Einfluss von Thrombin oder TRAP auf den cAMP-Spiegel festgestellt 
werden. Demnach wirkt Thrombin in BCA-SMC nicht über ein Gi-Protein und kann daher 
auch nicht die Adenylatzyklase inhibieren und die cAMP-Synthese reduzieren. 
Zusätzlich sollte der Einfluss von Adenylatzyklaseaktivatoren auf die p44/42-MAPK-
Phosphorylierung durch Thrombin und TRAP untersucht werden. Dazu waren die Zellen 
zunächst mit dem Phosphodiesterasehemmer IBMX (0,1 mM) für 10 min vorinkubiert 
worden. Die anschließende 15-minütige Stimulation mit Thrombin (10 nM) bzw. TRAP-6 
(100 µM) oder PBS als Kontrolle erfolgte zum Teil in Gegenwart von Forskolin (1 µM) 
bzw. Prostaglandin E1 (5 µM), wodurch die intrazellulären cAMP-Spiegel erhöht wurden. 
Die nachfolgende Untersuchung der so vorbehandelten Zellen im Western Blot zeigte, dass 























sowohl die Thrombin- als auch die TRAP-induzierte MAPK-Aktivierung durch Forskolin 
bzw. PGE1 gehemmt wurde (Abb. 26). Diese Ergebnisse bestätigen die Vermutung, dass in 
die Thrombin-Signaltransduktion in BCA-SMC kein Gi-Protein involviert ist, da sonst über 
Gi eine Aufhebung der Forskolin- bzw. PGE1-Wirkung nach Thrombin- bzw. TRAP-
Stimulation zu erwarten wäre und damit die MAPK-Aktivierung unbeeinflusst bliebe. 
Abb. 26: Hemmung der Thrombin- bzw. TRAP-6-induzierten p44/42-MAPK-Aktivie-
rung nach Stimulation von BCA-SMC durch gleichzeitige Gabe von Forskolin 
(1 µM) bzw. Prostaglandin E1 (5 µM) mit Thrombin (10 nM) bzw. TRAP-6 
(100µM). Die 15-minütige Stimulation wurde in serumfreiem Medium in Ge-
genwart von IBMX (0,1 mM) durchgeführt. Das gezeigte Ergebnis ist repräsen-
tativ für drei unabhängige Experimente mit gleichem Resultat. 
Der Einfluss der Adenylatzyklaseaktivatoren auf die Thrombin-induzierte DNA-Synthese 
wurde ebenfalls untersucht. Die 24-stündige Inkubation der Zellen mit diesen Substanzen 
verursachte eine derartig starke Reduktion der [3H]-Thymidineinbaurate, dass ein toxischer 
Effekt zu vermuten ist und man von einer unspezifischen Wirkung ausgehen kann. 
3.9 Effekte von Thrombin und TRAP auf die Phosphorylierung der p38-
MAP-Kinase in glatten Muskelzellen 
Anfängliche Untersuchungen der p38-MAPK zeigten zunächst nur eine Beteiligung an zel-
lulären Reaktionen auf Streß. Neuere Ergebnisse weisen dagegen nach, dass die p38-
MAPK auch infolge mitogener Prozesse aktiviert wird (Kanda et al., 2001b). Aus diesem 
Grund wurde untersucht, ob durch die Stimulation von BCA-SMC mit Thrombin oder 
TRAP die p38-MAPK phosphoryliert und damit aktiviert wird. Sowohl Thrombin (10 nM) 
als auch TRAP (100 µM) bewirken eine zeitabhängige Aktivierung der p38-MAPK in 
BCA-SMC, wie im Western Blot gezeigt wurde (Abb. 27). In Abb. 27 ist der Verlauf der 
p38-MAPK-Aktivierung in einem Zeitraum von 5 min bis 120 min dargestellt. Die Zellen 



















60 min und 120 min stimuliert worden. Als Vergleich dienten nicht stimulierte Zellen (0 = 
Kontrolle). Dieser Versuch wurde mit einem spezifischen Antikörper gegen die phosphory-
lierte und damit aktivierte p38-MAPK durchgeführt. Das Aktivierungsmaximum wurde 
sowohl bei Thrombin- als auch bei TRAP-Stimulation nach einer Dauer von 30 min sicht-
bar. Nach 60-minütiger Stimulation ließ die Aktivierung bereits nach, so dass nach 120 min 
wieder ein basaler Phosphorylierungszustand erreicht war. 
Abb. 27: Zeitabhängige Stimulation der p38-MAPK durch Thrombin (10 nM) und TRAP-
6 (100 µM) nachgewiesen mittels Western Blot. Das gezeigte Ergebnis ist reprä-
sentativ für drei unabhängige Experimente mit gleichem Resultat. 
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Trotz beachtlicher Fortschritte in der Forschung und daraus resultierenden Erkenntnissen 
über die Entstehung und den Verlauf von Herz-Kreislauferkrankungen sind die therapeuti-
schen Maßnahmen noch nicht dauerhaft erfolgreich. Wie einleitend dargestellt, kommt es 
noch immer bei 30-40 % der mittels Ballonkatheterdilatation behandelten Patienten mit 
ischämischer Herzkrankheit nach 3-6 Monaten in den Koronargefäßen zu einer Restenose 
als „response to injury“. Die zellulären Mechanismen, die dieser Reaktion zugrunde liegen, 
sind noch nicht bis ins Detail geklärt. Deshalb versucht man zunächst an isolierten Zellen 
in Kultur grundlegende Abläufe nachzuvollziehen, um sie später in komplexere Zusam-
menhänge mit anderen Erkenntnissen, z.B. aus Tiermodellen, einzubauen und um damit das 
Gesamtbild der Entstehung und Charakteristik von restenotischen Veränderungen zu erfas-
sen. 
4.1 Thrombin und TRAP aktivieren die p44/42-MAPK in BCA-SMC, 
aber nur Thrombin initiiert die DNA-Synthese 
Thrombin stimuliert die Zellproliferation über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren in ver-
schiedenen Zelltypen, einschließlich Gefäßmuskelzellen (Stouffer et al., 1993; McNamara 
et al., 1993). Die mitogenen Effekte von Wachstumsfaktoren werden durch eine Aktivie-
rung der p44/42-MAPK ausgelöst, welche die Genexpression und den Eintritt in den Zell-
zyklus zur Zellproliferation reguliert (Brunet et al., 1999). Es liegen verschiedene Beweise 
dafür vor, dass Thrombin die MAPK in einer Vielzahl von Zellen aktiviert (Macfarlane et 
al., 2001). Die schnell wachsende Zahl der Einzelergebnisse verfestigt die Erkenntnis, dass 
vermutlich wenige Hauptwege der Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezepto-
ren (GPCR) zur MAPK existieren. Deren Verschaltung untereinander ist in starkem Maße 
vom Zelltyp, d.h. der genetisch determinierten Ausstattung einer Zelle mit entsprechenden 
Signaltransduktionsproteinen, abhängig. Der Mechanismus der Thrombin-induzierten 
Signaltransduktion sollte daher in BCA-SMC untersucht werden. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand vor allem darin, den Unterschied zwischen der 
Thrombin-induzierten Signaltransduktion und den TRAP-vermittelten Reaktionen in BCA-




stanzen gibt, wurde gleich zu Beginn der Untersuchungen bestätigt. Es wurde gezeigt, dass 
nur Thrombin in BCA-SMC eine DNA-Synthese induzieren kann und TRAP dagegen kei-
nen Einfluss auf den [3H]-Thymidineinbau ausübt. Die erste Annahme, dass TRAP evtl. in 
der langen Inkubationsphase durch zellständige Peptidasen abgebaut wird, konnte schnell 
widerlegt werden, da TRAP-haltiges Kulturmedium auch nach 24 h noch eine Plättchen-
aggregation auslöste. Um den Signaltransduktionsweg der Thrombin-induzierten Mitoge-
nese zu erforschen, wurde untersucht, ob Thrombin und eventuell auch TRAP die p44/42-
MAPK aktivieren können, da diese eine entscheidende Komponente im Verlauf der 
Zellproliferation darstellt. Wie schon für andere Zelltypen gezeigt (Vouret-Craviari et al., 
1993; Macfarlane et al., 2001), waren sowohl Thrombin als auch TRAP in der Lage, in 
BCA-SMC die p44/42-MAPK zu aktivieren. Es ergab sich daher die Annahme, dass die 
Thrombin-induzierte DNA-Synthese durch die Aktivierung der p44/42-MAPK vermittelt 
wird. Um die Aktivierung der MAPK-Kaskade zu verhindern, wurden bekannte Hemmstof-
fe eingesetzt. MAPK-Inhibitoren sind geeignete Mittel, um die Rolle der MAPK-Kaskade 
in einer Vielzahl von physiologischen Prozessen zu analysieren (Cohen, 1999). Sowohl der 
Thrombin-induzierte [3H]-Thymidineinbau als auch die p44/42-MAPK-Aktivierung wur-
den durch die MEK-Inhibitoren PD98059 und U0126 gehemmt. Somit war gezeigt, dass 
die p44/42-MAPK-Aktivierung für die DNA-Synthese essentiell ist, jedoch nicht allein 
ausreicht, da TRAP auch die p44/42-MAPK aktiviert aber trotzdem nicht die DNA-
Synthese in BCA-SMC induziert. Es ist aus diesen Ergebnissen anzunehmen, dass noch 
zusätzliche Komponenten in die Signaltransduktion des Thrombins involviert sind, die 
TRAP nicht beeinflusst und deshalb keinen mitogenen Effekt in BCA-SMC auslöst. Es galt 
daher, mittels Ausschlussprinzip die in Frage kommenden Transduktionswege zu prüfen. 
Die bisherigen Erkenntnisse wurden bereits in der Einleitung ausführlich diskutiert (siehe 
1.4 „Der mitogene Effekt von Thrombin“). 
Auch die Möglichkeit der Aktivierung von PAR-4 in BCA-SMC wurde ausgeschlossen, da 
ein PAR-4-aktivierendes Peptid keinerlei Wirkung weder auf die DNA-Synthese noch auf 
eine Aktivierung der p44/42-MAPK zeigte. Damit konnte die zunächst aufgestellte Hypo-
these, dass Thrombin eventuell über einen weiteren Rezeptor wirkt und eine Aktivierung 




4.2 PDGF spielt keine Rolle bei der Thrombin-induzierten Mitogenese in 
BCA-SMC, aber bFGF ist beteiligt 
PDGF, für den eine Beteiligung an der Thrombin-induzierten Mitogenese angenommen 
wird (Kanthou et al., 1992; Stouffer et al., 1993; Cucina et al., 1999; Okazaki et al., 1992; 
Bydlowski et al., 1998), konnte als autokriner Wachstumsfaktor in BCA-SMC ausgeschlos-
sen werden. Bei Anwesenheit eines anti-PDGF-Antikörpers wurde nur die PDGF-
induzierte DNA-Synthese verhindert. Der Thrombin-ausgelöste [3H]-Thymidineinbau wur-
de jedoch nicht beeinflusst. In Bezug auf die Rolle von bFGF bei der Thrombin-induzierten 
Mitogenese in BCA-SMC kann nicht so eine klare Aussage getroffen werden. Dass bFGF 
beteiligt ist, wird aus den vorliegenden Untersuchungen vermutet. Sowohl die Thrombin-
induzierte DNA-Synthese als auch die p44/42-MAPK-Aktivierung konnten durch einen 
Antikörper gegen bFGF gehemmt werden. Auch die [3H]-Thymidineinbaurate nach Stimu-
lation mit konditioniertem Medium ließ sich durch Vorbehandlung mit dem bFGF-
Antikörper reduzieren. So konnte indirekt auf eine bFGF-Beteiligung geschlossen werden, 
aber eine bFGF-Freisetzung war nicht messbar. Vermutlich werden nur so geringe Mengen 
an bFGF ins Medium abgegeben, dass diese Konzentrationen mit einem ELISA nicht mehr 
erfasst werden, sie aber doch noch ausreichend sind, um minimale zelluläre Reaktionen 
auszulösen. Wahrscheinlich findet bereits eine basale bFGF-Bildung der Zellen, unabhän-
gig von einer Stimulation, statt. Thrombin ist, im Gegensatz zu TRAP, in der Lage, den 
Effekt vom ohnehin produzierten bFGF zu potenzieren (Bretschneider et al., 1997) ohne 
zusätzlich eine bFGF-Freisetzung hervorzurufen. Dafür spricht auch das Ergebnis, dass 
selbst konditioniertes Medium von nicht stimulierten Zellen eine Steigerung der DNA-
Synthese bewirkte, wobei dieser Effekt nur teilweise durch den bFGF-Antikörper gehemmt 
wurde. Da keine gesteigerte bFGF-Freisetzung nach Thrombinstimulation messbar war, 
kommt bFGF nicht als alleinige Komponente für einen zusätzlichen Signaltransduktions-
weg in Betracht. So liegt der Schluß nahe, dass noch weitere Mediatoren in die Thrombin-




4.3 Eine Transaktivierung des EGF-Rezeptors ist weder für die p44/42-
MAPK-Aktivierung noch für die DNA-Synthese notwendig 
In den letzten Jahren wurde von einigen Arbeitsgruppen gezeigt, dass GPCRs ihre Signale 
über die Tyrosinphosphorylierung eines Wachstumsfaktor-Rezeptors (Transaktivierung) 
auf die MAPK übertragen können. So phosphoryliert Thrombin den EGF-R in Fibroblasten 
unabhängig von EGF (Daub et al., 1996; Daub et al., 1997). In Gefäßmuskelzellen der Rat-
tenaorta führte die Thrombin-induzierte EGF-R-Tyrosinphosphorylierung zu einer Aktivie-
rung der p38-MAPK. Das wurde aus der Tatsache abgeleitet, dass der EGF-R-Inhibitor 
AG1478 die p38-MAPK-Aktivierung konzentrationsabhängig hemmte (Kanda et al., 
2001a). Auch die Thrombin-induzierte DNA-Synthese wurde durch AG1478 gehemmt. 
Dies belegt, dass die EGF-R-Transaktivierung und nachfolgende p38-MAPK-Aktivierung 
für die Thrombin-induzierte Proliferation von Gefäßmuskelzellen benötigt wird (Kanda et 
al., 2001a). In den vorliegenden Untersuchungen wurde daher geprüft, ob AG1478, ein 
Hemmstoff, der als spezifisch für die EGF-R-Tyrosinkinase gilt (Osherov & Levitzki, 
1994), einen Einfluss auf die Stimulierung der p44/42-MAPK durch Thrombin oder TRAP 
und die Thrombin-induzierte DNA-Synthese in BCA-SMC hat. Unter den gewählten Stan-
dardbedingungen beeinflusste AG1478 weder die p44/42-MAPK-Aktivierung noch den 
[3H]-Thymidineinbau. Im Gegensatz zu den oben zitierten Untersuchungen zeigt dieser 
Befund, dass die Transaktivierung des EGF-R im Signalweg des Thrombins in BCA-SMC 
keine essentielle Rolle spielt. 
4.4 Die PI3-Kinase ist in die Thrombin-induzierte Mitogenese in BCA-
SMC involviert, reguliert aber nicht die p44/42-MAPK 
Eine weitere Frage war, ob in BCA-SMC die PI3-Kinase als mögliches Intermediat in die 
Signalübertragung vom Thrombinrezeptor involviert ist, da Gβγ-Untereinheiten Signale 
über die PI3-Kinase zur MAPK weiterleiten können (Nakanishi et al., 1995; Lopez-Ilasaca 
et al., 1997). Um zu prüfen, ob die PI3-Kinase eventuell beteiligt ist, wurde der spezifische 
PI3-Kinase-Inhibitor LY29004 eingesetzt. Die Vorbehandlung der Zellen mit diesem 
Hemmstoff verminderte die [3H]-Thymidineinbaurate signifikant. Dieses Resultat ist ein 




nen Effektes in BCA-SMC benötigt. Diese Aussage steht im Gegensatz zu der von Weiss et 
al. (1995) aufgestellten Hypothese, dass die PI3-Kinase für die mitogene Thrombinwirkung 
in SMC nicht benötigt wird. Allerdings wurde die p44/42-MAPK-Aktivierung nicht durch 
die PI3-Kinase-Hemmung beeinflusst. Das bedeutet, dass die p44/42-MAPK nicht durch 
die PI3-Kinase reguliert wird. Ein zusätzlicher, durch die PI3-Kinase vermittelter 
Signaltransduktionsweg scheint daher an der Thrombin-induzierten DNA-Synthese betei-
ligt zu sein. Ähnliche Beobachtungen wurden kürzlich auch für Fibroblasten beschrieben 
(Goel et al., 2002). Aufgrund dieser Befunde könnte spekuliert werden, dass möglicherwei-
se diese PI3-Kinase-Aktivierung nur durch Thrombin, nicht aber durch TRAP erfolgt. Da-
mit könnte auch das Ausbleiben einer mitogenen Wirkung von TRAP erklärt werden. 
4.5 Thrombin und TRAP beeinflussen den intrazellulären cAMP-Spiegel 
nicht 
Es gibt verschiedene Hinweise, dass Gβγ-Untereinheiten von PTX-sensitiven G-Proteinen 
ihre Signale über die PI3-Kinase vermitteln (Nakanishi et al., 1995; Lopez-Ilasaca et al., 
1997). Da eine Beteiligung der PI3-Kinase an der Thrombin-induzierten DNA-Synthese in 
BCA-SMC gezeigt werden konnte, sollte nachgewiesen werden, ob vermutlich Gi-Proteine 
beteiligt sind. Diese Hypothese wurde auch durch die Befunde von Kanthou et al. (1996) 
gestützt, die eine antimitogene Wirkung durch hohe intrazelluläre cAMP-Spiegel zeigten. 
Demzufolge könnte Thrombin seine mitogene Wirkung eventuell über die Verminderung 
der intrazellulären cAMP-Konzentration entfalten. Grundvoraussetzung dazu wäre aller-
dings die Beteiligung von Gi-Proteinen, über welche eine Hemmung der Adenylatzyklase 
vermittelt wird. So wurde angenommen, dass nur Thrombin, nicht aber TRAP, einen Ein-
fluss auf die zellulären cAMP-Spiegel hat. Unsere Befunde widerlegten jedoch diese Hypo-
these, da weder Thrombin noch TRAP den cAMP-Spiegel beeinflussten. Aufgrund dieser 
Resultate wird vermutet, dass in die Signalweiterleitung nach Thrombin- bzw. TRAP-
Stimulation keine Gi-Proteine eingeschaltet sind und deswegen die Adenylatzyklase und 
damit der cAMP-Stoffwechsel unverändert bleiben. Zusätzlich wurde noch der Einfluss 
von Aktivatoren der Adenylatzyklase auf die Aktivierung der p44/42-MAPK untersucht. Es 
zeigte sich eine Hemmung der Thrombin- bzw. TRAP-induzierten MAPK-Aktivierung 




Forskolin. Dieses greift direkt, d.h. ohne Interaktion mit exogenen Rezeptoren, am katalyti-
schen Zentrum der Adenylatzyklase an und aktiviert das Enzym. Prostaglandin E1, dass 
rezeptorvermittelt die Adenylatzyklase stimuliert, bewirkte den selben Effekt. Erklären 
lässt sich dieses Resultat möglicherweise dadurch, dass die Forskolin- bzw. PGE1-
induzierte cAMP-Steigerung eine Aktivierung der cAMP-abhängigen Proteinkinase A 
(PKA) bewirkt. Diese wiederum ist in der Lage, inhibierend auf die MAPK-Signalkaskade 
einzuwirken (Bornfeldt & Krebs, 1999; Stork & Schmitt, 2002). Stork et al. beschreiben, 
dass die PKA die MAPK-Kaskade inhibiert, indem sie die Kopplung von Ras und Raf-1 
mit Hilfe des kleinen G-Proteins Rap 1 unterbricht. Rap 1 ist dabei für den inhibitorischen 
Effekt von cAMP auf die MAPK und das Zellwachstum essentiell (Schmitt & Stork, 2001). 
Unsere Ergebnisse bestätigen die Vermutung, dass in die Thrombin-Signaltransduktion in 
BCA-SMC kein Gi-Protein involviert ist. Wenn Thrombin über ein Gi-Protein wirken wür-
de, müsste die Adenylatzyklase gehemmt, die intrazellulären cAMP-Spiegel reduziert und 
dadurch die Proteinkinase A in ihrer Aktivität beeinträchtigt werden. Die Aktivierung der 
p44/42-MAPK dürfte dann durch Adenylatzyklaseaktivatoren unbeeinflusst bleiben. Eine 
andere Erklärung für den beobachteten inhibitorischen Effekt auf die Phosphorylierung der 
p44/42-MAPK könnte die Möglichkeit der Aktivierung von dual-spezifischen MAPK-
Phosphatasen durch cAMP sein (Burgun et al., 2000). 
4.6 Pertussis Toxin (PTX)-insensitive G-Proteine sind an der 
Signalweiterleitung beteiligt 
Gut gesichert ist die Tatsache, dass Thrombin die Protease-aktivierbaren Rezeptoren 
PAR-1, PAR-3 und PAR-4 aktiviert, welche an GTP-bindende Proteine gekoppelt sind 
(Ishihara et al., 1997; Xu et al., 1998; Vu et al., 1991a). Diese G-Proteine sind bisher nur 
für PAR-1 charakterisiert (Hollenberg & Compton, 2002). Bei der Plättchenaktivierung 
zeigt Thrombin eine duale Rolle (Kahn et al., 1998). So kann in Plättchen die intrazelluläre 
Signaltransduktion bei Aktivierung von PAR-1 einerseits über ein Gq-Protein (Aktivierung 
der Phospholipase C) ablaufen, zum anderen über ein Gi-Protein zur Hemmung der Adeny-
latzyklase führen. Diese Signaltransduktionswege könnten auch in anderen Zelltypen, ein-
schließlich BCA-SMC, existieren. Kürzlich wurde gezeigt, dass kultivierte tracheale SMC 




Thrombin mehr als einen PAR aktivieren, wobei die Möglichkeit der Kopplung an ver-
schiedene Arten von G-Proteinen besteht. Auch in CCL-39-Zellen kann der klonierte 
Thrombinrezeptor über mindestens zwei verschiedene Mechanismen, wahrscheinlich Gq- 
bzw. Gi-ähnliche G-Proteine, sowohl an die Phosphoinositid-Hydrolyse als auch an eine 
Hemmung der Adenylatzyklase gekoppelt sein (Hung et al., 1992). Um abschließend zu 
prüfen, ob Gi-Proteine in die Thrombin- bzw. TRAP-induzierte p44/42-MAPK-Aktivierung 
und in den Thrombin-vermittelten [3H]-Thymidineinbau in BCA-SMC involviert sind, 
wurde PTX zur Hemmung eines Gi-Protein-abhängigen Signalweges eingesetzt. Mit dieser 
Methode lässt sich direkt eine Beteiligung PTX-sensitiver Gi-Proteine bestimmen. Da we-
der die Aktivierung der p44/42-MAPK noch die DNA-Synthese durch eine PTX-
Behandlung beeinflusst wurden, wird angenommen, dass PAR(s) in BCA-SMC nicht an Gi-
Proteine gekoppelt sind. Zur Kontrolle wurde mittels der PTX-katalysierten ADP-
Ribosylierung von Gi-Proteinen aus Membranen von BCA-SMC bestätigt, dass das ver-
wendete PTX aktiv ist und die vorhandenen Gi-Proteine vollständig gehemmt wurden. Da 
aber trotz dieser Hemmung sowohl die DNA-Synthese als auch die p44/42-MAPK-
Aktivierung unbeeinflusst blieb, können beide Wirkungen nicht über Gi-Proteine zustande 
gekommen sein. 
4.7 Auch die p38-MAPK wird durch Thrombin und TRAP aktiviert 
Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Thrombin als auch TRAP die p38-MAPK mit glei-
chem zeitlichen Verlauf aktivieren. Allerdings kann keine Aussage über eine Beteiligung 
der p38-MAPK an der Thrombin-induzierten Mitogenese getroffen werden, da der p38-
MAPK-Inhibitor SB202190 unklare Effekte auf den 3[H]-Thymidineinbau zeigte. Überra-
schenderweise wurde in den mit 5 µM SB202190 behandelten und nicht stimulierten Pro-
ben ein signifikant erhöhter [3H]-Thymidineinbau im Vergleich zu den nicht behandelten 
Zellen (Kontrolle) gemessen. Das lässt vermuten, dass die Substanz SB202190 in einer 
Konzentration von 5 µM einen stimulierenden Einfluss auf die Zellen ausübt. Dieser ist 
möglicherweise darauf zurückzuführen, dass SB202190 in dieser Konzentration die Raf-
Kinase stimuliert (Kalmes et al., 1999). Auch bei einer Konzentration von 1 µM ließ sich 
dieser Effekt noch nachweisen. Aus diesen Versuchen lässt sich daher keine Aussage tref-




kung beeinflusst. Es bleibt die Frage offen, ob die Aktivierung der p38-MAPK durch 
Thrombin und TRAP als Stressreaktion der Zellen auf die Stimulationsprozedur erfolgt, 
oder ob auch mitogene Effekte auf eine p38-MAPK-Aktivierung zurückzuführen sind. Da 
aber sowohl Thrombin als auch TRAP nach gleicher Stimulationsdauer zu einer gleich 
starken Aktivierung der p38-MAPK führen, kann dieser Fakt auch nicht die unterschiedli-
che mitogene Wirkung beider Substanzen erklären. 
4.8 Ausblick 
Die vergleichende Interpretation aller Daten führt zu der zusammenfassenden Feststellung, 
dass die Signaltransduktion in BCA-SMC unabhängig von einer EGF-R-Transaktivierung 
und ohne PDGF-Beteiligung erfolgt. bFGF wird aber zur Proliferation von BCA-SMC be-
nötigt. Der mitogene Effekt von Thrombin wird durch eine Aktivierung des MEK/p44/42-
MAPK pathway vermittelt. In BCA-SMC werden Thrombin-vermittelte Signale über ein 
Pertussis-Toxin-insensitives G-Protein, wie Gq oder G12/13 weitergeleitet. Noch ist nicht 
geklärt, welche Rezeptoren endogen an G12/13-Signalwege gekoppelt sind (Neves et al., 
2002). Allerdings ist bekannt, dass über Gα13 der PI3-Kinase-Signalweg aktiviert werden 
kann (Shi & Kehrl, 2001). Da auch in BCA-SMC die PI3-Kinase über einen zusätzlichen, 
nicht näher charakterisierten Signalweg in die Thrombin-induzierte Mitogenese involviert 
ist, wäre aufgrund dieser Befunde auch in BCA-SMC eine Kopplung von PAR-1 an ein 
G13-Protein denkbar. 
Die immer genauere Aufklärung der Thrombinrezeptor-vermittelten intrazellulären Effekte 
zeigt neue Wege für die pharmakologische Beeinflussung von thrombinvermittelten 
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen, wie Entzündung, Wundheilung und 
Intimahyperplasie. Neben bekannten Thrombininhibitoren könnten in der Zukunft 
Thrombinrezeptorantagonisten und Inhibitoren der intrazellulären Signaltransduktion auch 
für die Behandlung von Herz-Kreislauferkrankungen von Bedeutung sein. Damit tritt die 
targetorientierte Wirkstoffsuche als pharmakologisches Prinzip in den Vordergrund. 
Voraussetzung dafür bleibt jedoch die genaue Aufklärung der Mechanismen, die auf 
zellulärer Ebene ablaufen. Möglicherweise existierende Verbindungen im System der 
Signaltransduktion müssen weiter analysiert werden. 
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5 Zusammenfassung 
Bei der interventionellen Behandlung ischämischer Herzkrankheiten ist die Restenose, die 
auf eine Verdickung der Gefäßwand durch Proliferation glatter Muskelzellen zurückzufüh-
ren ist, das zentrale Problem. Aufgrund seiner mitogenen Wirkung wird Thrombin eine 
entscheidende Rolle bei der Entstehung der Restenose bzw. atherosklerotischer Prozesse 
zugeschrieben. Eine verstärkte Expression von Thrombinrezeptoren sowie eine lokale Kon-
zentrationserhöhung von Thrombin in geschädigten und atherosklerotischen Gefäßen wur-
den nachgewiesen. Um den Einfluss von Thrombin auf die Mitogenese zu untersuchen, 
wurden Gefäßmuskelzellen aus Rinderkoronararterien (bovine coronary artery smooth 
muscle cells, BCA-SMC) in Zellkultur gezüchtet. Von besonderem Interesse waren ver-
gleichende Untersuchungen mit Thrombinrezeptor-aktivierenden Peptiden (TRAP). 
Die Untersuchungen ergaben, dass nur die Aktivierung des Thrombinrezeptors durch 
Thrombin selbst zur DNA-Synthese führte, welche mittels 3[H]-Thymidineinbau bestimmt 
wurde. TRAP wirkte dagegen nicht mitogen in BCA-SMC. Jedoch sind sowohl Thrombin 
als auch TRAP in der Lage, die p44/42-MAPK zu aktivieren, wie im Western Blot nach-
gewiesen wurde. Dieser Schritt ist für die DNA-Synthese essentiell, reicht aber nicht allein 
aus, da TRAP auch die p44/42-MAPK aktiviert und trotzdem keine DNA-Synthese indu-
ziert. Auch durch die Beteiligung sekundärer Wachstumsfaktoren konnte dieses Problem 
nicht hinreichend geklärt werden, da PDGF als autokriner Wachstumsfaktor ausgeschlos-
sen werden konnte und bFGF nur eine Teilrolle zu spielen scheint. Die Transaktivierung 
des EGF-Rezeptors ist ebenfalls nicht für die Thrombin-induzierte DNA-Synthese verant-
wortlich, da der spezifische EGF-Rezeptor-Inhibitor AG1478 keinen Einfluss auf 3[H]-
Thymidineinbau und p44/42-MAPK-Aktivierung zeigte. Dagegen ist möglicherweise die 
PI3-Kinase ursächlich an der mitogenen Thrombinwirkung beteiligt, da nur die Thrombin-
induzierte DNA-Synthese, nicht aber die Thrombin- bzw. TRAP-vermittelte p44/42-
MAPK-Aktivierung, durch den spezifischen PI3-Kinase-Inhibitor LY294002 gehemmt 
wurde. Der Effekt von Thrombin bzw. TRAP in BCA-SMC wird nicht durch ein Pertussis-
Toxin-sensitives G-Protein vermittelt. Deshalb wurde auch keine Gi-spezifische Wirkung 




Die Summe aller Einzelergebnisse führt zu der Schlussfolgerung, dass in BCA-SMC die 
MAPK nur über einen Signalweg aktiviert wird, aber für die DNA-Synthese ein dualer Sig-
nalweg verantwortlich ist. TRAP kann nur die MAPK aktivieren, aber nicht weitere 
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